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Tato diplomová práce se zabývá růstem biomasy a produkcí vybraného metabolitu-
kyseliny mléčné termofilní bakterií Bacillus coagulans. Výsledný vybraný metabolit byl 
stanoven pomocí metody HPLC. Kultivace tohoto rodu byly provedeny na syntetických 
médiích, kde byl studován vliv použitého sacharidu jako zdroje uhlíku. Laktosa byla 
vhodnější pro růst biomasy a glukosa pro produkci kyseliny mléčné. U přírodních 
syrovátkových médií byl studován vliv různých podmínek. Nejvyšší výtěžky biomasy a  
kyseliny mléčné byly pozorovány na doživeném syrovátkovém médiu. Poslední část se 
zabývá srovnáním produkce biomasy a metabolitů v závislosti na objemu média. Byly 




The diploma thesis deals with the growth of biomass and production of selected metabolit–
lactic acid by thermophilic bacteria Bacillus coagulans. The resulting selected metabolite was 
determined by HPLC method. Cultivations of this genus were performed on synthetic media, 
where the influence of carbohydrate used as carbon source was tested. Lactose was more 
suitable fot growth of biomass and glucose for production of lactic acid. On natural whey 
media the influence of different conditions were tested. The highest yields of biomass and 
production of lactic acid were observed on enriched whey medium.  The last part deals with 
comparing the production of biomass and metabolites, depending on the volume of media. 
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Konverze sacharidů na kyselinu mléčnou pomocí bakterií mléčného kvašení, patří mezi 
nejdůležitější fermentační metody v potravinářské biotechnologii. Při homofermentativním 
kvašení dochází některými mikroorganizmy ke konverzi sacharidů pouze na jediný konečný 
produkt-kyselinu mléčnou. Častější je ale způsob kvašení, kdy vzniká více produktů (kromě 
kyseliny mléčné i oxid uhličitý, kyselina octová a ethanol), pak se jedná o kvašení 
heterofermentativní, charakteristické pro bakterie mléčného kvašení. Do této skupiny bakterií 
patří i Bacillus coagulans, termofilní grampozitivní, fakultativně anaerobní tyčinkovitá 
bakterie. Zvláštností tohoto rodu je jeho široké rozpětí teplot a pH, kdy je schopen růstu. 
Proto hraje klíčovou roli při znehodnocování potravin, a to i z konzervárenského 
hlediska.   [1], [2] 
Fermentací je získávána řada potravinářských výrobků, zejména fermentované mléčné 
výrobky, které si tímto procesem zajišťují konzervační a antimikrobiální vlastnosti. Velký 
význam má v posledních letech i samotná kyselina mléčná, která slouží jako surovina pro 
produkci biopolymeru poly-kyseliny mléčné, který nachází široké uplatnění v biomedicínské 
technologii. [3] 
Fermentace může probíhat na řadě syntetických, ale i přírodních médiích. K těm přírodním 
patří i syrovátka, která je vhodná zejména kvůli svému obsahu laktosy, jako sacharidového 
zdroje uhlíku pro bakterie. Syrovátka byla dříve považována za bezcenný odpad 
mlékárenského průmyslu, při výrobě sýrů a tvarohu. V poslední době je zvyšován zájem o  
tuto surovinu. Využívání syrovátky a jejich složek patří dnes k trendům při výrobě funkčních 
potravin. Nezanedbatelným faktorem je i nízká cena syrovátky. Nově vyvíjené produkty ze 
syrovátky mají vysokou výživovou hodnotu a nabízejí široké rozpětí fyzikálně-chemických 
vlastností. Nejrůznější inovace nabízí syrovátka v sortimentu mléčných výrobků, desertů, 
pomazánek, dresinků, mražených krémů, pekařských výrobků, nápojů (i v prášku), tyčinek, 
čokolády a kojenecké výživy. Nemalý význam má i částečné nahrazení živočišných bílkovin 
(texturované bílkoviny) pomocí syrovátky. [4] 
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1 TEORETICKÁ ČÁST 
1.1 Bakterie mléčného kvašení 
1.1.1 Morfologie a výskyt 
Z monografie Dána Orla-Jensena (1919), pochází definice bakterií mléčného kvašení, která 
je platná prakticky dodnes. „Pravé bakterie mléčného kvašení tvoří velkou přirozenou skupinu 
nepohyblivých, nesporulujících, grampozitivních koků a tyčinek, které fermentují sacharidy 
za fakultativně anaerobních podmínek a tvoří přitom hlavně kyselinu mléčnou.“ Bakterie 
mléčného kvašení (BMK) reprezentuje skupina grampozitivních kokovitých i tyčinkovitých 
bakterií, kam se řadí např. rody Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a  
Weisella. Z morfologického hlediska se setkáváme s menší pestrostí, nacházíme koky 
v párech, krátkých a delších řetízkách, tyčinky izolované nebo v řetízkách a u bifidobakterií 
větvené tyčinky.  
Vyskytují se zejména v rostlinných zdrojích a odpadní vodě, ve střevě i sliznicích lidí a  
zvířat. Dále pak v potravinách, jako jsou fermentované mléčné produkty, obilné a masné 
produkty, pivo, víno a ovocné šťávy. Vzhledem k potravinovým skupinám je možné 
pozorovat jejich specifičnost a selektivitu. V mezofilních kyselých mlékách převládají 
příslušníci rodu Lactococcus, v sýrech s vysoko dohřívanou sýrovinou rod Lactobacillus. 
V masových produktech je častý výskyt tyčinkovitých streptobakterií, v potravinách s vyšším 
obsahem soli dominuje rod Enterococcus. [1], [2] 
1.1.2 Vlastnosti a využití BMK 
Obecně jsou BMK fakultativně anaerobní, katalázový test je negativní, jsou nepohyblivé a  
nesporulující. Mají optimální teplotu růstu mezi 20-45 °C, ale některé druhy jsou schopny růst 
při teplotě nižší než 15 °C, naopak maximální teplota jejich růstu je 62 °C. Jsou odolné vůči 
kyselému prostředí, protože přežívají i při pH 5. Selekčním faktorem kyselo-mléčných 
produktů je i nízký redoxní potenciál (Eh). Pro svůj růst vyžadují BMK širokou nabídku živin 
a  růstových faktorů. Jejich kultivační médium by kromě sacharidů, jako zdroje energie a  
uhlíku, mělo obsahovat i nukleotidy, aminokyseliny, vitaminy skupiny B a jiné. Při 
fermentaci na maximální výtěžek biomasy se musí tyto látky do média přidávat ve formě 
kvasničného autolyzátu, mléčné syrovátky či rostlinných šťáv.  
BMK jsou typické fermentací sacharidů, kdy je hlavním produktem kyselina mléčná. 
Fermentace je levný a efektivní způsob ochrany, u potravin, podléhajících rychlé zkáze. 
V průběhu fermentačního procesu jsou vyráběny různé antimikrobiální látky (organické 
kyseliny, oxid uhličitý, bakteriociny), jejichž přítomnost může inhibovat růst škodlivých 
bakterií. Navíc zde vzniká konkurence BMK proti škodlivým bakteriím, což také přispívá 
k bezpečnosti fermentovaných potravin. Fermentace může zvýšit i nutriční kvalitu potravin, a  
to jak zvýšením stravitelnosti potravin, tak odstraněním toxických prvků. Po fermentaci jsou 
také u potravin jako mléko, ovoce, zelenina, obilí a maso zvýšená množství vitaminů, 
aminokyselin a minerálních látek. BMK také produkují rozmanité enzymy, které jsou schopné 
hydrolyzovat určité nežádoucí složky potraviny. Mezi specifické funkce BMK ve   
fermentovaných potravinách, patří schopnost kyseliny mléčné zvyšovat využití vápníku, 
fosforu a železa ve správném poměru. Stejně tak podporují absorpci železa a vitaminu D. 
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Vysoká aktivita laktasy, rozkládá glukosu na galaktosu, která je nedílnou součástí cerebrosidů 
a přispívá ke správnému růstu mozkové tkáně u dětí. Konzervační vlastnosti BMK se 
využívají na prodloužení trvanlivosti potravin rostlinného a živočišného původu. Dále jsou 
hojně využívány v průmyslu mlékárenském, ale i masném, tukovém a pekárenském. [1], [2], 
[3] 
 
1.2 Mléčné kvašení 
Mléčné kvašení je proces, při kterém jsou sacharidy přeměňovány mikroorganizmy na  
kyselinu mléčnou. Tento způsob je považován za nejdůležitější fermentační proces, který je 
využíván v potravinářském průmyslu. U BMK rozlišujeme několik druhů mléčného kvašení. 
[5] 
1.2.1 Obligátně homofermentativní kvašení 
 Obligátně homofermentativní bakterie produkují pouze kyselinu mléčnou (alespoň 90 %) 
a obsahují fruktoso-bifosfát-aldolasu. Příkladem jsou bakterie rodu Enterococcus a   
Streptoccocus. Tato skupina bakterií nefermentuje žádný z pentosových cukrů, jako je 
arabinosa, riboza nebo xylosa a z výchozího sacharidu netvoří plyn. Homofermentativní 
kvašení (obrázek 1) začíná vstupem glukosy do glykolytické dráhy fosforylací na glukosa-6-
fosfát. Jako donor je zde makroergický fosfát v ATP a dochází ke vzniku ADP. Dále probíhá 
isomerace a vzniká fruktosa-6-fosfát. Reakce je následována další fosforylací z ATP, která 
produkuje fruktosa-1,6-bisfosfát. Ten je štěpen aldolasou na 2 triosafosfáty, 
glyceraldehydfosfát a dihydroxyacetonfosfát. Dále probíhají reakce glykolýzy až ke  kyselině 
pyrohroznové neboli pyruvátu. Za anaerobních podmínek je pyruvát redukován pomocí 
NADH na výsledný laktát. [1], [5], [6]  
1.2.2 Obligátně heterofermentativní kvašení 
Obligátně heterofermentativní bakterie, produkují kyselinu mléčnou (alespoň 50 %), 
zbytek připadá na tvorbu ostatních metabolitů, jako jsou kyselina octová, oxid uhličitý a  
ethanol. Tyto bakterie obsahují glukosa-6-fosfát-dehydrogenasu a 6-fosfoglukonát-
dehydrogenasu. Do této skupiny bakterií patří rody Lactobacillus nebo Weisella. Typická je 
produkce plynu z výchozího sacharidu. Heterofermentativní kvašení (obrázek 1) kombinuje 
reakce glykolýzy s pentosovým cyklem. První změna nastává již u glukosa-6-fosfátu, kdy 
pomocí dehydrogenace a dekarboxylace vzniká ribulosa-5-fosfát. Epimerací dále vzniká 
xylulosa-5-fosfát. Z této látky jsou možné dvě další metabolické cesty: v první vzniká přes 









1.2.3 Fakultativně heterofermentativní kvašení 
Fakultativní heterofermentativní bakterie, produkují vedle kyseliny mléčné také ethanol, 
acetát a formiát a obsahují všechny 3 výše zmíněné enzymy. Z BMK jsou reprezentovány 
rodem Lactococcus. Jsou schopné fermentovat pentosy, pokud není dostatek glukosy. Tento 
způsob kvašení může probíhat i při zvýšeném pH a snížené teplotě. Oproti výše zmíněným 
kvašením, vzniká z pyruvátu i acetyl-CoA, který je tvořen za pomoci enzymu pyruvátformiát 
lyasy (PFL). Za přítomnosti kyslíku je tento enzym inaktivován a je aktivována alternativní 
dráha metabolismu pyruvátu za pomoci pyruvát-dehydrogenasy (PDH). V tomto případě 
vzniká oxid uhličitý, NADH a acetyl-CoA, který je dále přeměněn na acetát a ethanol.         
[1], [5], [7] 
1.2.4 Kyselina mléčná 
 
Obrázek 2: Stereoizomery kyseliny mléčné [9] 
 
Kyselina mléčná (2-hydroxypropanová kyselina, CH3-CH(OH)-COOH), je organická 
kyselina, nacházející se v mnoha produktech přírodního původu. První zmínky o její izolaci 
z mléka jsou datovány od roku 1780. Jedná se o malou opticky aktivní molekulu, která 
existuje ve dvou formách a to L(+) a D(-) stereoizomerů. L(+) stereoizomer kyseliny mléčné 
(KM) je prezentován v savčích systémech a oba stereoizomery se nacházejí v bakteriálních 
systémech. Je to kapalina dobře rozpustná ve vodě, vykazující výbornou reaktivitu.  
KM může být vyráběna jak chemickou syntézou, tak mikrobiální fermentací. 
Fermentativní produkce KM je preferována prostřednictvím BMK, které jsou schopné 
konverze sacharidů do KM, což je podrobně popsáno v předchozí kapitole. Dále jsou schopny 
produkovat KM ale i ostatní bakterie, houby a kvasinky.  
Živné médium pro fermentaci KM obsahuje obvykle počáteční 5 % koncentraci sacharidu 
a přítomnost nutrientů, obsahujících dusík. Konverze KM v rozmezí 90-99 % je dosažena 
během 2 dnů. Při porovnání způsobu kultivace, je vhodnější pro vyšší produkci KM 
kontinuální bioreaktor. [8] 
Vliv na produkci KM prostřednictvím BMK má pH, teplota, atmosféra a v některých 
případech i míchání. V následujících studiích bylo zjištěno, že samotné nízké pH inhibuje 
produkci KM. Ke snížení inhibičního efektu pH jsou přidávána neutralizační činidla, jako 
jsou CaCO3, Ca(OH)2, Mg(OH)2, NaOH, NH4OH. Dále je důležitým faktorem možná inhibice 
substrátem, ke které dochází při vysoké koncentraci sacharidu (glukosa, laktosa), jako zdroje 
uhlíku v živném médiu. K předcházení nebo snížení inhibice substrátem, je vhodnější 
tzv. fed-batch kultivace, kde se zvyšuje maximum žijících buněk, prodlužuje se životnost 
kultury, což vede k vyšší produkci KM. [8], [10], [11] 
KM je přírodní organická kyselina s dlouhou historií použití v potravinářském odvětví, ale 
i v kosmetickém a farmaceutickém průmyslu. V současné době existuje zvýšená poptávka po  
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této organické látce, jako surovině pro produkci biopolymeru poly-kyseliny mléčné (PLA). Ta 
má rozšířené použití v chirurgických šicích materiálech, ortopedických implantátech, 
v systémech podávání léků a jednorázově spotřebního zboží. [12], [13] 
1.3 Rod Bacillus 
Rod Bacillus je velice rozsáhlý a v přírodě často rozšířený. Tento rod je řazen do čeledi 
Bacillaceae. Zahrnuje grampozitivní, aerobní nebo fakultativně anaerobní tyčinkovité 
bakterie. Délka těchto bakterií je okolo 10 µm a jejich průměr bývá okolo 0,5-1,2 µm. 
Pohyblivost bakterií je umožněna díky peritrichálně umístěným bičíkům. Důležitou 
schopností tohoto rodu je tvorba jedné endospory, která má obvykle menší průměr než je šířka 
těchto bakteriálních buněk. Tato spora je velmi odolná k vysokým teplotám, zářením a dalším 
nepříznivým podmínkám. Sporulace je možná pouze za přístupu kyslíku. [2], [14], [15] 
Jednotlivé druhy tohoto rodu mohou rozkládat nejrůznější organické sloučeniny, protože 
mají bohaté enzymové vybavení. Aktivní bývají amylolytické enzymy, štěpící škrob, dále pak 
pektolytické enzymy, štěpící rostlinné pektiny a proteolytické enzymy, které rozkládají řadu 
bílkovin. Mnoho druhů je také schopno produkovat antibiotika polypeptidové povahy, které 
tvoří ve stádiu sporulace. Některé druhy tvoří slizovitá pouzdra polysacharidové povahy 
(levany, dextrany), které jsou zodpovědné za nežádoucí nitkovitost pšeničného pečiva. Tento 
rod má také široké využití. Níže zmíněná studie prokázala, že denitrifikace je běžnou 
zvláštností mezi členy rodu Bacillus a byly nalezeny jeho další druhy, které tuto zvláštnost 
vykazují. V pivovarnictví a textilním průmyslu jsou uplatňovány amylasy získané z  Bacillus 
subtilis, proteinasy jsou pak přidávány do pracích prostředků. Průmyslová výroba tzv. 
mikrobiálních pesticidů využívá, že některé bacily jsou patogenní pro hmyz. Neméně 
důležitým je i uplatněné tohoto rodu v konzervárenském průmyslu. [14], [15], [16]  
1.3.1 Bacillus coagulans  
Bacillus coagulans je grampozitivní, fakultativně anaerobní tyčinkovitá bakterie 
s průměrem buňky 0,6–1 µm. Tyto buňky se vyskytují buď jednotlivě, v páru nebo řetízcích, 
zřídka jako vlákna. Výtrusy jsou elipsoidní, někdy se objeví jejich kulovité tvary, ale 
nezpůsobují zduření sporangia. K růstu dochází již při teplotě 30 °C, přičemž optimální růst 
leží v rozmezí teplot 40-57 °C a maximální teplota pro růst se pohybuje mezi 57–61 °C. 
Optimální pH pro růst je 7, ale buňky jsou schopné růst i při pH 4 a maximální pH pro růst je 
10,5-11. [15], [17] 
Bacillus coagulans jako nepatogenní, termotolerantní a acidofilní bakterie, hraje důležitou 
úlohu ve znehodnocování potravin. Příkladem mohou být nakládané zeleninové výrobky, 
které jsou acidifikovány na pH 4–4,5, ale i přesto se v nich Bacillus coagulans nachází. 
Důvodem je schopnost jeho spor růst a klíčit při hodnotě pH 4. Navíc je tato bakterie schopná, 
zvýšit pH potraviny na hodnoty, které umožňují klíčení přežívajících spor bakterie 
Clostridinum botulinum. Kromě toho způsobuje značné ekonomické ztráty kvůli jeho 
kyselému znehodnocení potravin, prostřednictvím produkce kyseliny mléčné bez tvorby 
plynu. Z konzervárenského hlediska bývá tedy příčinou plynuprostého kažení sterilovaných 
konzerv. Bacillus coagulans má ale i příznivé využití. Je používán jako probiotikum 
v komerčních probiotických preparátech, kde je považován za bezpečný přípravek pro lidskou 
spotřebu se zmírňujícími účinky na gastrointestinální trakt, jako je nadýmání a bolesti břicha 





Obrázek 3: Bacillus coagulans při Gramově barvení [20] 
 
 
Obrázek 4: Biofilm Bacillus coagulans [21] 
1.4 Syrovátka 
Syrovátka vzniká jako vedlejší produkt pří výrobě sýrů, tvarohu a kaseinu. Rozlišujeme 
sladkou a kyselou syrovátku. Sladká syrovátka vzniká při výrobě sýrů, konkrétně při srážení 
bílkovin enzymovým syřidlem (pH 5-6). Kyselá syrovátka vzniká při výrobě tvarohu, 
srážením po okyselení (pH nižší než 5,1). [22] 
1.4.1 Složení syrovátky 
Syrovátka obsahuje asi 50 % sušiny mléka. Sušina tvoří asi 5,5 – 6,6 % a její největší podíl 
tvoří laktosa (70–80 % sušiny) a bílkoviny (10 % sušiny). Nebílkovinné dusíkaté látky tvoří 
společně s minerálními látkami asi 11 % sušiny, zbylé 1 % sušiny zastávají tuky. Dále se 
v syrovátce nacházejí kyseliny, vitaminy a stopové prvky. Kyselá syrovátka obsahuje nižší 
obsah laktosy, z důvodu její přeměny na kyselinu mléčnou. Obsahuje ale vyšší obsah solí, 






Tabulka 1: Průměrné složení sladké a kyselé syrovátky (%) [23] 
Druh syrovátky/složka Sladká syrovátka Kyselá syrovátka 
sušina 6,0–6,5 5,0–6,0 
bílkoviny 0,55 0,55 
nebílkovinný dusík 0,18 0,18 
laktosa  4,5–5,0 3,8–4,3 
tuky 0,05–0,2 0,05–0,2 
kyselina mléčná  stopy 0,8 
popeloviny 0,5 0,8 
1.4.1.1 Bílkoviny 
Nejvýznamnější bílkovinná složka mléka je kasein (80 %), přítomný ve formě koloidní 
disperze, který je srážen pomocí kyselin či pomocí syřidla. Další bílkoviny mléka jsou sérové 
(syrovátkové) bílkoviny, tzv. globulární bílkoviny, které zůstávají v syrovátce i po zpracování 
mléka. [22] 
 
Tabulka 2: Koncentrace sérových proteinů v mléce [24] 
Sérové proteiny c [g.l-1] % z celkových proteinů 
celkové sérové proteiny 6,3 19,3 
α- laktalbumin 1,2 3,7 
β-laktoglobulin 3,2 9,8 
BSA 0,4 1,2 
imunoglobuliny 0,7 2,1 
proteasový pepton 0,8 2,4 
 
Bílkoviny syrovátky jsou tvořeny zejména kaseinem, který tvoří asi 5,5 % a sérovými 
bílkovinami, tvořícími 94,5 %. Sérové bílkoviny se dělí na albuminy a globuliny. Mezi 
albuminy se řadí α-laktalbumin, β-laktoglobulin a sérový albumin. α-laktalbumin zaujímá 
21%, obsahuje 123 aminokyselin a vyskytuje se v helikální struktuře. β-laktoglobulin 
reprezentuje 54 %, skládá se ze 162 aminokyselin a v sekundární struktuře tvoří β skládaný 
list. Sérové bílkoviny dále obsahují i proteaso-peptonovou frakci, a to laktoferin a transferin. 
V neposlední řadě jsou v syrovátce obsaženy i bílkoviny membrán tukových kuliček. Existují 
však rozdíly ve složení sladké a kyselé syrovátky. Sladká syrovátka obsahuje rozpustný 
kaseinomakropeptid, který je odštěpen syřidlem, při výrobě sýrů. Kyselá syrovátka obsahuje 
více popelovin, zejména vápníku a může být chudší na sérové bílkoviny. [22], [23], [30] 
Kaseinové proteiny zahrnují tyto základní typy kaseinu: αs1, αs2, β a κ a hovoří se o nich 
jako o konjugovaných bílkovinách s fosfátovými skupinami, esterifikované serinovými 
zbytky. Jsou špatně rozpustné ve vodě a každý z těchto typů má své specifické 
aminokyselinové složení a funkční vlastnosti. Kaseinové proteiny jsou zodpovědné za tvorbu 




Tabulka 3: Koncentrace kaseinových proteinů v mléce [24] 
Kaseinové proteiny c [g.l-1] % z celkových proteinů 
celkové kaseiny 26 79,5 
αs1 kasein 10 30,6 
αs2 kasein 2,6 8,0 
β kasein 9,3 28,4 




Obrázek 5: Elektronová mikrofotografie kaseinové micely [26] 
1.4.1.2 Nebílkovinný dusík 
Z mléka se dostává do syrovátky i mnoho nebílkovinných dusíkatých látek, zejména 
purinové povahy, které zaujímají asi 5-7 % celkového dusíku v mléce. Jedna se o nepatrné 
příměsi močoviny, xantinu, guaninu, hypoxantinu, adeninu, kreatinu, kreatininu, alantoinu, 
rhodanidů, amoniaku aj., ale tyto látky nijak neovlivňují další procesy zpracování syrovátky. 
[22] 
1.4.1.3 Mléčný cukr 
Laktosa je disacharid, přítomný v mléce savců, který je složen z glukosy a galaktosy, 
vázané glykosidickou vazbou (chemicky O-β-D-galaktopyranosyl-(1-4)-β-D-glukosa, 
C12H22O11). Hydrolýza laktosy na glukosu a galaktosu je možná enzymem β-galaktosidasou. 
Tento mléčný cukr tvoří 70-80 % sušiny syrovátky, kde se vyskytuje přibližně ve stejném 
množství jako v mléce. Většina laktosy je tedy získávána ze syrovátky nebo syrovátkového 
permeátu v procesu zvaném krystalizace. [22], [29] 
Rozpustnost a sladkost laktosy je poměrně nízká ve srovnání s ostatními sacharidy. Hlavní 
oblasti využití laktosy jsou v podobě potravinové složky do kojenecké výživy, dále se 
vyskytuje jako ochranná složka do tablet ve farmaceutickém průmyslu a je surovinou pro 
výrobu derivátů laktosy (laktulosa, laktitol). Hydrolyzované laktosové roztoky jsou již více 
sladké než samotná laktosa a proto nacházejí uplatnění v oblasti cukrovinek a zmrzliny, kdy je 
jimi nahrazována sacharosa nebo škrobový sirup. V neposlední řadě slouží jako výchozí látka, 





Obrázek 6: Strukturní vzorce: glukosa, fruktosa, laktosa [28] 
1.4.1.4 Mléčný tuk 
V případě dokonalého odstředění syrovátkové smetany nebývá tuk v syrovátce přítomen 
vůbec nebo je přítomen pouze v malém množství. [22] 
1.4.1.5 Minerální látky 
Organické minerální látky jsou v syrovátce přítomny asi 0,1–0,4 %, anorganické minerální 
látky asi 0,6–0,7 %. Draselné a vápenaté soli tvoří největší podíl. [22] 
Tabulka 4: Obsah minerálních látek v syrovátce [22] 
Minerální látka Obsah v syrovátce 
draslík (K) 130 mg/100 g 
vápník (Ca) 60 mg/kg 
sodík (Na) 42 mg/100 g 
hořčík (Mg) 8 mg/kg 
zinek (Zn) 0,3 mg/100 g 
síra, chlor (S, Cl) stopové množství 
 
Tabulka 5: Obsah stopových prvků v syrovátce [22] 
Stopový prvek Obsah v syrovátce 
železo (Fe) 67 µg/100 g 
jód (I) 8,6 µg/100 g 
měď (Cu) 1,0 µg/100 g 
kobalt (Co) 0,8 µg/100 g 
1.4.1.6 Vitaminy 
Mezi minoritní skupinu bioaktivních látek v mléce patří nukleotidy/nukleosidy, růstové 
faktory a vitaminy. Nukleotidy se používají při výrobě kojenecké výživy. Vitaminy našly své 
uplatnění vzhledem k činnosti BMK, kdy je možné výrazně navýšit obsah vitaminu B 
v mléčných produktech. Z mléka tedy přechází do syrovátky převážný podíl vitaminů 
rozpustných ve vodě, jako jsou zejména vitaminy skupiny B, vitamin C a vitamin A. 
Vitaminy rozpustné v tucích jsou obsaženy jen v nepatrném množství. [22], [31] 
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Tabulka 6: Obsah vitaminů rozpustných ve vodě v syrovátce [22] 
Vitamin Obsah v syrovátce 
thiamin (B1) 40 µg/100 g 
riboflavin (B2) 150-250 µg/100 g 
kyselina pantotenová (B5) 280-460 µg/100 g 
pyridoxin (B6) 35-150 µg/100 g 
biotin (B7, vitamin H)  2-10 µg/100 g 
kobalamin (B12) 0,1-2,9 µg/100 g 
vitamin C 200-600 µg/100 g 
 
1.4.2 Technologické operace při zpracování syrovátky   
Úprava syrovátky spočívá v několika technologických operacích. Mezi prvními se nachází 
čištění syrovátky, odstranění tuku a pasterace. Čištění spočívá v odstranění nežádoucích 
nečistot ze syrovátky neboli odstranění tzv. sýrového prachu. Ten by mohl negativně 
ovlivňovat senzorické vlastnosti produktu a průběh dalšího zpracování. Čištění probíhá na 
čistící odstředivce, rotačních tkaninových filtrech a cyklonových odlučovačích. Při odstranění 
tuku neboli tzv. odsmetanění dochází k odstranění syrovátkové smetany. U sladké syrovátky 
je nutné ještě dodatečné odstranění tuků, které by mohly narušit stabilitu u dalších produktů. 
Tento proces probíhá na odstředivkách. Pasterací syrovátky je dosaženo inaktivace fosfatasy 
a chymozinu a zároveň se snižuje počet živých mikroorganizmů. Tento proces probíhá při 
teplotě 72–78 °C, po dobu 15–20 s. Před pasterací musí být syrovátka uchovávána maximálně 
15 hodin při teplotě do 5 °C. [22], [32] 
Mezi separační metody složek syrovátky, patří i tepelná denaturace, kdy ze syrovátky 
dostáváme až 90 % bílkovin. V tomto procesu jsou bílkoviny odstraněny termokoagulací, po 
které následuje filtrace syrovátky. Nejdříve je upraveno pH syrovátky na 4,6, poté je 
syrovátka zahřívána na teplotu 85–95 °C po dobu 20 minut. Vysrážené proteiny jsou 
odstraněny pomocí centrifugace při 4000 ot.min-1 po dobu 15 minut. Metoda, zvaná 
demineralizace, je vhodná ke snížení obsahu minerálních látek. Takto upravená syrovátka je 
pak vhodná pro přípravu dětské výživy a krmných směsí. Provádí se pomocí gelové filtrace, 
iontoměničové chromatografie nebo elektrodialýzy. [22], [33], [34] 
 
 




Vysoký obsah laktosy v syrovátce může způsobovat problémy při zahušťování a sušení. 
Laktosa může být ze syrovátky oddělena pomocí krystalizace a dále může být použita 
k dalšímu zpracování. Nejdříve je prováděna tzv. předkrystalizace laktosy, která usnadňuje 
následující sušení a zabraňuje lepivosti výsledného prášku. Následuje samotná krystalizace, 
která probíhá při teplotě 25–30 °C, po dobu 2-4 hodin v krystalizačním tanku. V jejím závěru 
probíhá rychlé ochlazení. Tradiční způsob krystalizace je šaržová krystalizace, modernějším 
a  rychlejším způsobem je kontinuální krystalizace. [22], [36] 
Zahušťování syrovátky slouží jako předstupeň sušení, ale má i funkci konzervační. 
Zahušťování probíhá při teplotě 70 °C v podtlakové odparce, kdy se zahušťuje na obsah 
sušiny 45–50 %. Pokud má být zahuštěná syrovátka ještě nadále sušena nesmí být překročena 
teplota 75 °C. Zahušťování probíhá na odparkách, kdy jsou používány odparky s klesajícím 
filmem nebo trubkové vakuové odparky s vícestupňovým provedením s kompresí brýdových 
par. [22], [36], [37] 
Sušení syrovátky probíhá v rozprašovacích sušárnách, které je doplněno vibrofluidním 
žlabem pro dosušení a vychlazení. Po zahuštění syrovátky je koncentrát chlazen přibližně na  
20 °C po dobu 10-20 hodin. Při teplotě vzduchu 150-190 °C je syrovátkový koncentrát sušen 
na 12–14 % obsahu vlhkosti. Následuje sušení, kdy hydratuje laktosa. Výsledný sušený 
syrovátkový koncentrát má obsah sušiny asi 95 % a obsahuje β-laktalbumin, α-laktalbumin, 
stopy dalších globulárních proteinů, ale už je zbavení tuku, laktosy a soli. [36], [37], [38] 
 
 
Obrázek 8: Vysušený syrovátkový koncentrát [22] 
 
1.4.3 Využití syrovátky 
Syrovátka je nízkokalorická látka, obsahující mnoho vitaminů a minerálních látek. 
Nejnovější studie hovoří o jejím vlivu na redukci hmotnosti, kvůli příznivému vlivu vápníku 
a  laktosy, která svým nízkým glykemickým indexem reguluje pocit hladu. Důležitý je i obsah 
α-laktalbuminu, který má klíčovou roli v prospěšných metabolických cestách, při konzumaci 
mléčných výrobků. Syrovátkové bílkoviny jsou důležité také kvůli podpoře imunitních funkcí 
a hrají roli i v hladině krevního tlaku a výskytu kardiovaskulárních onemocnění. To je 
způsobeno zejména obsahem bioaktivních peptidů, minerálních látek a vitaminů skupiny B 
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v syrovátce. Poslední studie ukazují i význam syrovátkových proteinů jako antikarcinogenů. 
V potravinářství dnes existuje mnoho produktů, syrovátkového původu. [22], [39] 
 
1.5 Bioinženýrské charakteristiky 
1.5.1 Bioreaktor 
Bioreaktory hrají klíčovou úlohu ve většině biotechnologických procesů. Jedná se o  
nádoby, ve kterých probíhají biologické reakce a kde je zajištěno optimální vnější prostředí 
pro biologické reakční systémy, s cílem dosažení co nejvyšší výtěžnosti. V kvasném průmyslu 
jsou bioreaktory nazývány fermentory. Bioreaktory představují zařízení, které má umožnit: 
1. Chemické reakce, katalyzované enzymy nebo buňkami produkujícími enzymy. 
2. Kultivaci mikroorganizmů za účelem produkce biomasy a produktů jejich 
metabolismu. 
Podle způsobu provozu se bioreaktory dělí: 
a. Vsádkové (batch) reaktory, do kterých se během kultivace základní médium 
nepřivádí a ani médium není odváděno. Schematicky je možno si tento reaktor představit jako 
reaktorovou nádobu s míchadlem, bez dalšího vnitřního vybavení, které patří mezi nejběžnější 
uspořádání fermentorů. Je vhodný pro malé objemy kultivací a zvláštností tohoto typu je 
existence lag-fáze. Pro dosažení určitých parametrů nebo při spotřebování substrátu, je reaktor 
vyprázdněn a připraven pro novou vsádku. Výhody tohoto typu jsou: 
 snadno sterilizovatelné médium (redukce nebezpečí kontaminací a mutací) 
 možnost snadno měnit reakční podmínky jednotlivých vsádek 
 malá spotřeba drahého média a inokula (výzkum) 
 možnost oddělit fázi růstu mikroorganizmů od fáze produkční 
Nevýhody jsou časové ztráty z důvodu vyprazdňování, čištění a znovu napouštění reaktoru a   
nutnost sterilizace vsádky. Do reaktoru jsou vnášeny také další komponenty, jako kyseliny, 
zásady či odpěňovací činidlo. Při aerobních procesech vstupuje do reaktoru také aerační plyn.  
b. Kontinuální reaktory, do kterých je po dávkách přiváděno čerstvé sterilní 
médium a současně je médium z reaktoru odváděno. Používá se pro enzymové reaktory a 
reaktory s imobilizovanými enzymy nebo buňkami. Výhody spočívají zejména v tom, že není 
nutné opakované plnění, vyprazdňování, čištění a sterilizace bioreaktoru. Jeho použití je 
výhodné tam, kde technologie nevyžadují změny reakčních podmínek během fermentačního 
procesu. Naopak nevýhodou může být, že částice jednotlivých kapalin v reaktoru mají vlivem 
postupného přidávání média různé „stáří“. Tento jev může být příznivý pro nekontrolovaný 
růst patogenních mikroorganizmů nebo pro mutace produkčního kmene. Také nedokonale 
promíchávaný prostor může být zdrojem nežádoucích růstů. Je používáno několik typů 
kontinuálních reaktorů: 
 chemostat, ve kterém je tok substrátu a živin do reaktoru konstantní 
 turbidistat, kde jsou vstupní parametry řízeny podle koncentrace biomasy, která 
je udržována konstantní 
 nutristat, kde je řízena koncentrace odcházejícího substrátu 
c. Přítokové (fed-batch) bioreaktory, kam je jedna nebo více živin dávkováno 
během kultivace a biomasa ani produkt se z nich neodebírá. Živiny mohou být dávkovány do 
fermentoru přerušovaně. Řízenou změnou koncentrace živin je možné ovlivnit výtěžek nebo 
produktivitu žádaného metabolitu. Řízený nástřik je vhodný pro tyto případy: 
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 Substrátová inhibice: živiny jako ethanol, kyselina octová jsou schopné 
inhibovat růst mikroorganizmů i při malých koncentracích. Je tedy možné 
zkrátit lag-fázi pomocí vhodného dávkování a redukovat inhibici růstu buněk. 
 Vysoká koncentrace buněk: ekonomicky výhodná fermentace poskytuje 
vysokou koncentraci buněk. K dosažení tohoto cíle je potřeba vysoká 
koncentrace živin. 
 Glukosový efekt: pokud je vysoký obsah sacharidů dochází fermentací ke  
vzniku ethanolu, který je příčinou nízkého výtěžku buněk. Řešením je 
postupné dávkování sacharidů pomocí řízeného nástřiku. 
 Katabolická represe: pokud mikroorganizmus metabolizuje lehko dosažitelný 
zdroj, jako je např. glukosa, zvýší se koncentrace ATP, která má za následek 
potlačení enzymatické biosyntézy a pomalejší metabolismus energetického 
zdroje. Udržování glukosy v nižších koncentracích je možné pomocí řízeného 
nástřiku. 
 Optimalizace tvorby metabolitu: pokud je přebytek živin v médiu, dochází 
k vysokému nárůstu buněk, ale akumulace produktu je malá a naopak. Pro  
optimální produkci metabolitu je žádoucí technika fed-batch, která umožňuje 
řízené množství živin. 
 Prodlužování doby produkční periody: kdy je možné prodloužit stacionární 
fázi, ve které vznikají primární metabolity. Při technice batch je tato fáze 
krátká, protože je vyčerpán uhlíkatý zdroj. Ten ale může být dodáván při  
technice fed-batch. Mikroorganizmus je udržován ve stavu nedostatku živin, 
vzhledem ke koncentraci uhlíkatého zdroje, za to enzymatická aktivita je 
nejvyšší. 
 Snižování viskozity média: vysoká viskozita má vliv na růst příkonu energie na 
míchání a  dodávku kyslíku. Při produkci mikrobiálních polymerů, jako jsou 
xanthan nebo pollulan, je nástřikem živin viskozita snižována. 
 Nahrazení ztrátové vody: při ztrátách vody dochází k vyšší koncentraci buněk a 
změně rheologických vlastností směsi. Při aerobních technologiích s dlouhou 
fermentační dobou (výroba antibiotik) odchází značné množství vodních par 
s plyny. Tomu je možné zabránit řízeným nástřikem živin. 
Výše zmíněné případy obvykle působí komplexně. Způsoby použití řízeného nástřiku 
nastávají v případě, že koncentrace substrátu v reaktoru se udržuje konstantní. Nebo 
v případě, že koncentrace substrátu se mění podle optimálního algoritmu. Přítok substrátu 
může být regulován přímo (měřením jeho koncentrace ve fermentoru) nebo nepřímo (obsah 
rozpuštěného kyslíku nebo podle pH). Nástřik pak může být konstantní, přerušovaný nebo 
podle odpovídajícího algoritmu. 
Schematicky je bioreaktor složen z těchto částí: skleněný dvojitý plášť, hřídel 
mechanického míchadla, lopatky násobného míchadla, míchací narážky, trubice přívodu 





Obrázek 9: Bioreaktor New Brunswick BioFlo®, CelliGenTM 115 [44] 
1.5.2 Růstová křivka 
Po zaočkování média inokulem, je v časových intervalech monitorován růst populace 
pomocí růstové křivky. Ta je vynesena do grafu jako závislost optické hustoty na čase. Je 
známo několik následujících fází růstové křivky: 
1. Lag-fáze (adaptační fáze) nastává bezprostředně po zaočkování čerstvého 
média. Populace buněk zůstává dočasně beze změny. Ačkoliv žádné buněčné dělení není 
zaznamenáno, buňky mohou růst ve svém objemu a hmotě. Také dochází k syntéze enzymů, 
bílkovin, RNA a je zvýšena metabolická aktivita buněk. Délka lag-fáze závisí na celé řadě 
faktorů, jako je velikost inokula a době potřebné k syntéze enzymů a koenzymů, které jsou 
nezbytné k metabolizaci substrátů přítomných v médiu. Často je snaha tuto fázi co nejvíce 
zkrátit. Toho je možné dosáhnout: 
a. optimálním množstvím inokula (obvykle 5-10 % objemu kapaliny k celkovému 
objemu, popř. i více) 
b. inokulum připravovat na médiu, které je stejné jako produkční médium 
c. inokulum má být optimálně staré, nejlépe z exponenciální fáze růstu 
d. oddělit mikroorganizmy inokula od média, ve kterém byly kultivovány, 
z důvodu negativního vlivu metabolitů 
2. Fáze zrychleného růstu popisuje růst buněk, kdy rychlost růstu je menší než 
maximální rychlost růstu. Tato fáze je často spojována s exponenciální fází, které předchází a  
je dále charakterizována: 
a. rychlost růstu je vyšší než rychlost množení a jednotlivé buňky jsou v průměru 
větší než v ostatních fázích 
b. mikroorganizmy mající dlouhou generační dobu v exponenciální fázi, vykazují 
delší fázi zrychleného růstu. Čím je v živném médiu méně živin, tím delší bude 
fáze zrychlení. 
c. závisí na objemu inokula, stejně jako lag-fáze 
d. fyziologicky mladé buňky reagují citlivě na změny prostředí 
3. Exponenciální fáze je typická přebytkem živin a vyváženým růstem buněk. 
Pro  většinu průmyslových kultivací je to nejdůležitější fáze, protože zde dochází k tvorbě 
primárních metabolitů (ethanol, kyselina mléčná). Všechny buňky se dělí pravidelně a rostou 
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geometrickou progresí. Tyto buňky se rozdělí při konstantní rychlosti a v závislosti na složení 
média a podmínkách inkubace. Míra exponenciálního růstu bakteriální kultury je vyjádřena 
jako generační doba neboli čas zdvojení. Generační doba je definována:  
G = t/n, kde t (doba), n (počet generací). 
4. Fáze zpomaleného růstu nastává v přítomnosti inhibujících faktorů, jako jsou 
vyčerpání dostupných živin, hromadění inhibičních metabolitů nebo produktů a vyčerpáním 
prostoru (nedostatek „biologického prostoru“). Mikroorganizmy ztrácejí schopnost udržovat 
vysokou měrnou růstovou rychlost, kterou disponovali v exponenciální fázi. 
5. Stacionární fáze není nutně období klidu. Pokud jsou živé buňky počítány, není 
možné určit, zda některé buňky umírají a stejný počet buněk se dělí, nebo zda populace buněk 
přestaly růst a dělit se. Tato fáze má ale význam z hlediska produkce sekundárních 
metabolitů. V této fázi je dosaženo maximální koncentrace mikroorganizmů. Dosažení této 
fáze závisí na několika faktorech: 
a. koncentrace energetického a uhlíkatého zdroje 
b. koncentrace kyslíku v médiu 
c. zdroje dusíku 
d. stopové prvky a růstové faktory 
e. způsob úpravy pH 
6. Fáze odumírání buněk nastává, pokud pokračuje kultivace média po dosažení 
stacionární fáze, ale odumírání probíhá již od začátku růstové křivky. Počet životaschopných 
buněk klesá geometrickou řadou, v podstatě je to opak exponenciální fáze. [45], [46] 
 
 
Obrázek 10: Růstová křivka [47] 
t – doba [h], x – počet živých buněk v 1 ml, 1 – lag-fáze, 2 – fáze zrychleného růstu, 
3 – exponenciální fáze, 4 – fáze zpomaleného růstu, 5 – stacionární fáze, 6 – fáze odumírání buněk 
1.5.3 Měrná růstová rychlost a produktivita 
Technologicky důležité parametry bakterií mléčného kvašení pro růst biomasy a produkci 
kyseliny mléčné jsou zejména pH a teplota. Důležité jsou ale i kvantitativní charakteristiky 
růstu a produkce jako jsou např. měrná růstová rychlost a produktivita. Nejvíce používané 
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médium pro studium těchto bioinženýrských charakteristik pro BMK je MRS médium a   
nejčastější je použití batch-reaktorů. [48] 
V biotechnologiích, kde jsou nositelem enzymatické katalytické aktivity mikroorganizmy, 
je kinetika tvorby produktu úzce spojena s kinetikou mikrobiálního růstu. U mikrobiální 
kinetiky se projevují i transportní jevy. 





x značí koncentraci buněk a µ tzv. měrnou růstovou rychlost. Koncentraci buněk je možné 





c je koncentrace buněk v jednotlivých odběrech kultivace, c0 je koncentrace buněk na  počátku 
kultivace, μ je měrná růstová rychlost a t je čas jednotlivých odběrůpři kultivaci. Závěrem 
uvedené rovnice je to, že rychlost růstu a rozmnožování bakterií je v kterémkoliv čase 
kultivace úměrná počtu mikroorganizmů. 
Měrná specifická rychlost růstu popisuje reakci 1. řádu. Maximální rychlost růstu je 
typická pro buňky v exponenciální fázi. Způsobů vyjádření této konstanty je mnoho. Tato 






µmax značí maximální měrnou růstovou rychlost, KS je saturační konstanta. Dalším způsobem 
vyjádření je pomocí závislosti koncentrace buněk na čase c=f(t), kdy pomocí linearizace 
dostáváme lnc=f(t) a pomocí metody lineární regrese určíme směrnici přímky, ze  které 
odečteme výslednou hodnotu měrné růstové rychlosti, µ [h-1]. [40], [46], [49] 












t 00  
 
dc je rozdíl koncentrací na konci a počátku exponenciální fáze a t je rozdíl časů konce a 
počátku exponenciální fáze. [40], [49] 
Správný odhad růstových parametrů je nezbytný v mnoha oblastech, např. při určování 
účinků mikrobiální léčby a modelování růstu bakterií v potravinách při jejich zpracování a  
skladování. Důležité je i rozlišení růstu různých kmenů bakterií. [50] 
 
1.6 Metody pro stanovení růstu biomasy a produkce kyseliny mléčné 
1.6.1 Turbidimetrie 
Turbidimetrie patří mezi analytické techniky, která využívá rozptylu světla částicemi jak 
v suspenzích, tak v koloidních roztocích (Tyndallův rozptyl). Detektor je umístěn v ose 
paprsku a je měřeno záření prošlé vzorkem, které je ochuzeno o rozptýlenou složku záření. 
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Turbidimetrie je vhodná pro koncentrovanější roztoky. Hlavní vliv na měřené hodnoty má 
velikost a tvar částic. Důležitá je zejména doba a intenzita míchání suspenzí, okamžik odečtu 
hodnoty na přístroji nebo stabilizace málo stálých suspenzí. Pracuje se metodou kalibrační 
křivky. Tato metoda je vhodná pro měření znečištění vzduchu nebo kapalin rozptýlenými 
částicemi (kouř, aerosoly, stanovení proteinů v séru). Uplatnění nachází i v klinických a  
farmakologických laboratořích. [51], [52] 
Turbidimetrie jako rychlá automatizovaná metoda je široce používána pro získání 
růstových parametrů bakterií. Pomocí hodnot optické hustoty, získané touto metodou a  
znalostí dalších parametrů je možné sestrojit růstovou křivku pro daný mikroorganizmus. [53] 
 
Obrázek 11: Měření optické hustoty [54] 
A-sterilní médium v kyvetě s intenzitou světla, pokud dosáhne fotoelektrického článku, je tato intenzita 
používána jako referenční a je upravena na nulovou hodnotu optické hustoty. 
B-bakteriální buňky v kyvetě, část rozptýleného světla dopadne na fotoelektrický článek a  elektrický signál 
je převeden na hodnotu optické hustoty. 
 
Na měření optické hustoty byl používán Cell density meter biowave WPA CO 8000. 
Hustota buněk mikroorganizmů byla proměřována při vlnové délce 600 nm. Výsledky jsou 
vyneseny do grafu (závislost optické hustoty na čase) na ose y, jako optická hustota OD. 
Tímto přístrojem mohou být měřeny prakticky všechny buňky, dokonce i kvasinky.  Jako 
zdroj paprsku je používána LED dioda a optické vlákno. Výsledky mohou být uloženy přímo 
v paměti přístroje nebo je možné přístroj propojit s počítačem. Tento přístroj akceptuje jak 
makro, tak semi-mikro kyvety nebo zkumavky tloušťky 10, 12 a 16 mm. Jako zdroj je 
v přístroji vestavěná dobíjecí baterie nebo využívána energie přímo ze sítě. Výsledky z tohoto 
přístroje jsou srovnatelné s výsledky z jiných spektrofotometrů. [55] 
 
1.6.2 Stanovení sušiny 
Stanovení sušiny patří mezi nejběžnější způsob stanovení biomasy mikroorganizmů. Může 
být stanovena z každého pravidelného odběru kultivace, kdy jsou jednotlivé suspenze dvakrát 
promyty destilovanou vodou a centrifugovány. Centrifugace neboli odstřeďování slouží 
k oddělení pevných částic a je založená na přirozené sedimentaci buněk. Supernatant je po  
první centrifugaci zamrazen a v dalším jeho zpracování slouží ke stanovení primárních 
metabolitů metodou HPLC.  
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Odstředěné buňky jsou sušeny v pečící troubě při 105 °C. Stanovení sušiny probíhá na  
předem zvážených a vysušených miskách na analytických vahách. Výsledkem je růstová 
křivka, znázorňující koncentraci buněk na čase. Její linearizací je získávána měrná růstová 
rychlost kultivovaných mikroorganizmů. [56], [57], [58] 
 
 
Obrázek 12: Centrifuga Hettich EBA 20 [59] 
 
1.6.3 Chromatografické metody 
Chromatografie patří mezi separační metody, při kterých se oddělují jednotlivé složky 
obsažené ve vzorku. Jde o metodu kvalitativní a kvantitativní analýzy vzorku. Základem je 
vnášení vzorku mezi dvě vzájemně nemísitelné fáze. Jsou jimi, stacionární neboli nepohyblivá 
fáze a mobilní, pohyblivá fáze. Vzorek je touto soustavou unášen pohybem mobilní fáze přes 
fázi stacionární. Jednotlivé složky vzorku mohou být zachyceny a zdržovány na stacionární 
fázi. Záleží na afinitě vzorků ke stacionární fázi, tak jsou složky od sebe separovány. Na  
konec stacionární fáze se rychleji dostanou vzorky s menší afinitou ke stacionární fázi. 
Důležitou charakteristikou pro každou separovanou látku je retenční čas. Je to doba, která 
uplyne od nástřiku vzorku do dosažení maxima eluční křivky. Chromatografické metody jsou 
rozděleny z několika hledisek. 
1. Podle skupenství mobilní fáze: 
 kapalinová chromatografie (Liquid Chromatography, LC), mobilní fází je 
kapalina 
 plynová chromatografie (Gas Chromatography, GC), mobilní fází je plyn 
2. Podle uspořádání stacionární fáze: 
 kolonová chromatografie, stacionární fáze je umístěna v trubici (koloně) 
 plošné techniky, papírová chromatografie (Paper Chromatography, PC), 
stacionární fáze je součástí chromatografického papíru. Tenkovrstvá 
chromatografie (Thin Layer Chromatography, TLC), stacionární fáze je 
umístěna na pevném plochém podkladu jako je např. skleněná deska. 
3. Podle povahy děje, který převládá při separaci: 
 rozdělovací chromatografie, odlišná rozpustnost složek vzorku ve  
stacionární a mobilní fázi 
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 adsorpční chromatografie, různá schopnost složek poutat se (adsorbovat) 
na povrch stacionární fáze 
 iontově-výměnná chromatografie, různě velké elektrostatické přitažlivé síly 
mezi funkčními skupinami stacionární fáze (iontoměnič) a ionty vzorku 
 gelová chromatografie, separace podle velikosti na pórovité stacionární fázi 
 afinitní chromatografie, stacionární fáze váže pouze vzorky, ke kterým má 
afinitu [51], [52], [60] 
V kapalinové chromatografii rozhoduje o separaci složek vzorku jak interakce se 
stacionární fází, tak i použitá mobilní fáze. K separaci složek je využito všech možných 
mechanismů, jako jsou adsorpce, rozdělování na základě různé rozpustnosti, iontová výměna 
a molekulově sítový efekt. Kapalinová chromatografie pracuje za laboratorních teplot, proto 
je vhodná pro separaci tepelně nestálých a netěkavých sloučenin. Využívá eluční metodu. 
Vysoce účinná kapalinová chromatografie (High Performance Liquid Chromatography, 
HPLC) je pokročilou a instrumentálně náročnou technikou kapalinové chromatografie. 
V HPLC se dosahuje vysoké účinnosti separačního procesu pomocí kolon naplněných 
stacionární fází o  malé a dobře definované velikosti částic. Separační kolony obsahují náplň 
stacionární fáze o  vysoké hustotě, která je homogenní a má i velký hydrodynamický odpor. 
Nutný je přetlak až několik desítek MPa, který zajišťuje dostatečný průtok mobilní fáze. 
Kapalinový chromatograf je složen z několika částí: 
a. Čerpadlo, které slouží pro čerpání mobilní fáze do kolony. Používají se pístová 
nebo membránová čerpadla. Pro HPLC je typické lineární čerpadlo a recipročně uspořádané 
čerpadlo. Lineární čerpadlo umožňuje bezpulsní provoz, není ale možné měnit složení 
mobilní fáze během analýzy. U recipročně uspořádaného čerpadla, je možná změna mobilní 
fáze, ale čerpadlo není bezpulsní. Průtoky čerpadla bývají od mikrolitrů do desítek mililitrů 
za minutu při tlaku až 35 MPa. Čerpadlo je vyrobeno z nerezové oceli, keramiky nebo plastu 
a tyto materiály by neměly narušovat mobilní fázi uvolňováním látek.  
b. Směšovací zařízení využívá zásobníků různých kapalin a připravuje tak směs 
kapalin stálého složení nebo umožňuje změny ve složení výsledné mobilní fáze. Pokud 
složení mobilní fáze zůstává stejné, jedná se o izokratickou eluci, pokud se během separace 
mění, jde o gradientovou eluci. 
c. Dávkovací zařízení pomocí injekčního zařízení může být ovládáno ručně i  
automaticky. Mělo by být zhotoveno z inertních materiálů. Dávkování pomocí injekční 
stříkačky přináší řadu nevýhod, zejména těsnost, udržení tlaku a vnášení stop materiálu 
injekční stříkačky. Injekční systémy jsou ale nahrazovány dávkováním pomocí obtokového 
dávkovacího kohoutu. Pro HPLC je typický šesticestný ventil, kdy je možnost měnit 





Obrázek 13: Princip dávkování pomocí autosampleru Agilent [60] 
A-separace, B-plnění jehly vzorkem, C-dávkování vzorku 
1-čerpadlo, 2-kolona, 3-šesticestný ventil, 4-injekční stříkačka dávkovače, 5- krokový motor, 6-ventil,  
7-odpad 
 
d. Kolony jsou používány pouze náplňové. Vhodnou stacionární fází bývá oxid 
křemičitý vhodné zrnitosti, který je chemicky modifikovaný, a jsou na něho navázány vhodné 
funkční skupiny. Pro HPLC je typická hydrofobní stacionární fáze s navázanými 
uhlovodíkovými funkčními skupinami. Většinou jsou tyto kolony zhotoveny z nerezové oceli, 
mající délku 10,15 nebo 25 cm. Jejich vnitřní průměr je 2-5 mm. Běžný průtok eluentu je      
1-2  ml za minutu. 
 
Obrázek 14: Kolona pro HPLC [60] 
1-kovový plášť, 2-porézní kovová frita, 3-stacionární fáze, 4-ochranný kroužek, 5-koncová hlavice, 6-šroub 
 
e. Nastavení teploty, většina separací probíhá za laboratorní teploty, proto není 
potřeba termostatování.  
f. Detektory, které jsou selektivní pro analyty a málo citlivé pro mobilní fázi. 
Průtočná cela detektoru musí vydržet tlak mobilní fáze a udržovat těsnost. Fotometrické 
detektory patří k nejběžněji využívaným detektorům v kapalinové chromatografii. Jednoduché 
detektory jsou schopny měřit při jedné vlnové délce-nejčastěji UV oblast, při 254 nm pomocí 
rtuťové výbojky. U složitějších detektorů je možné nastavení vlnové délky pomocí 
monochromátoru. Nejdokonalejší typy jsou schopné proměřit absorpční spektrum v určené 
oblasti vlnových délek pomocí diodového pole nebo CCD prvku a uložit ho do paměti. Dále 
se v kapalinové chromatografii používají refraktometrické detektory. Ty pracují na měření 
rozdílu mezi indexem lomu eluátu a čisté mobilní fáze. Jedná se o univerzální typy detektorů, 
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které ale nejsou příliš citlivé. Pro látky schopné fluorescence je vhodné použít fluorimetrický 
detektor. Stále častěji je také požíván hmotnostní detektor, kdy jsou látky detekovány na  
základě jejich hmotnostních spekter. [51], [52], [60] 
 
Obrázek 15: Schéma detektoru s diodovým polem [60] 
1- zdroj záření,  2-štěrbina, 3-čočka, 4-clona, 5-měrná cela detektoru,  6-holografická mřížka, 7- fotodioda 
 
 
Obrázek 16: Schematické znázornění HPLC [61] 
A-konvenční HPLC systém, B-komplexní HPLC systém 
1-rozpouštědla, 2-čerpadlo, 3-šesti(deseti)cestný ventil, 4-odpad, 5-kolona, 6-detektor, 7-sběrač frakcí 
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Optimalizace separace v HPLC je dána složením mobilní fáze. Eluční pořadí závisí na  
polaritě separovaných látek a polaritě mobilní a stacionární fáze. Polaritu mobilní fáze 
ovlivňuje přidání jednotlivých rozpouštědel. Hodnoty retenční časů jsou ovlivněny změnou 
polarity mobilní fáze, kdy nižší polarita vede k prodloužení retenčních časů. Polarita mobilní 
fáze přispívá i k rozlišení analyzovaných látek, kdy je snížením polarity prodloužena doba 
analýzy a tím i doba pro jejich dělení. 
Vybrané aplikace HPLC jsou používány zejména při: 
 analýze životního prostředí, kdy je běžné využití HPLC pro monitorování 
organických i anorganických polutantů ve vzorcích vody a půdy. 
 farmaceutické analýze, kdy jsou hodnoceny čistoty substancí a finálních lékových 
forem. 
 analýze potravin, kde je využíváno HPLC ve spojení s hmotnostním 
spektrometrem. Potraviny, mající velmi složitou matrici, musí být analyzovány 






2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
2.1 Cíl práce 
Cílem diplomové práce byla kultivace bakterie rodu Bacillus coagulans a sledování růstu 
biomasy a kyseliny mléčné. Kultivace probíhaly na syntetických médiích, kdy byl zkoumán 
vliv sacharidového zdroje a na přírodních syrovátkových médiích při jejich různé úpravě a  
vlivu různých podmínek. Úkolem bylo srovnání produkce biomasy na jednotlivých médiích. 
Dále proběhlo srovnání produkce vybraného metabolitu-kyseliny mléčné. Ta byla 
analyzována pomocí metody HPLC, kde byla detekována pomocí UV-VIS detektoru. 
Závěrem byl porovnán vliv způsobu kultivace v Erlenmeyerových baňkách a v bioreaktoru 
na produkci biomasy a kyseliny mléčné. 
 
2.2  Použité přístroje 
 Analytické váhy Pioneer™ OHAUS 
 Běžné laboratorní sklo 
 Centrifuga Hettich EBA 20 
 Fermentor BioFlo®/CelliGen™ 115, New Brunswick 
 HPLC (vysokoúčinný kapalinový chromatograf) 
§ Sampler HT 300 
§ Pumpa ECOM s.r.o. 
§ Termostat kolonový LCO 101 ECOM s.r.o. 
§ Předkolona: Watrex Polymer IEX H-forma, 40 x 8 mm 
§ Kolona: Watrex Polymer IEX H-forma, 8 x 250 mm 
§ Detektor UV/VIS ECOM s.r.o. 
 Kombinovaná lednice BOSH 
 Mikropipety 
 Minitřepačka Lab dancer vario 
 Pečící trouba Mora 524 
 pH meter kapesní COMBO II 
 Třepačka VORTEX mixer 
 Termostat Memmert 
 Termostatovaná třepačka Heidolph® Promax 1020 
 Ultrazvuková čistička Ultrasound 
 Ultrospec™ 10 Cell Density Meter Biowave WPA CO 8000 
 
 
2.3  Kultura a příprava médií 
2.3.1 Kultury  
Ke kultivaci byla použita následující kultura, pořízená v České sbírce mikroorganizmů 
Bacillus coagulans CCM 4318. 
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2.3.2 Použité chemikálie 
 kultivační média 
§ destilovaná voda 
§ odpadní syrovátka (po výrobě sýru Hermelín poskytnutá firmou Pribina 
s.r.o.) 
§ MRS Bouillon – pro bakteriologii, ROTH (NĚM) 
§ Pepton, ROTH (NĚM) 
§ kvasničný extrakt - pro bakteriologii, ROTH (NĚM) 
§ Laktosa monohydrát - pro mikrobiologii, ROTH (NĚM) 
§ K2HPO4 - 98 %, ROTH (NĚM) 
§ CH3COONa
.
3H2O, PENTA (ČR) 
§ C6H14N2O7, ROTH (NĚM) 
§ MgSO4
.
7H2O - p.a., LachNer (ČR) 
§ čistý, PENTA (ČR) 
§ KH2PO4 - p.a., LachNer (ČR) 
 kalibrační roztoky proHPLC 
§ kyselina mléčná (čistá, 80%, výrobce LACHEMA) 
2.3.3 Příprava inokulačního a kultivačního média 
Jednotlivé kultivace rodu Bacillus coagulans probíhaly na syntetických médiích – MRS 
médium a laktosové médium. Dále byly kultivace provedeny na přírodních syrovátkových 
médiích, kdy základ tvořila upravená syrovátka. U některých z nich proběhlo doživení těchto 
syrovátkových médií. Složení jednotlivých médií je uvedeno v tabulkách č. 7, 8 a 9. 
Úprava syrovátkových bílkovin proběhla nejprve kyselým srážením, po kterém 
následovalo tepelné srážení. Úprava pH syrovátky na 4,6 proběhla přidáním 0,5 mol.l-1 
H2SO4, čímž došlo k odstranění kaseinu. Dále byla syrovátka povařena pří 100 °C po dobu 20 
minut, kdy se vysrážely α-a β-globuliny. Došlo tedy k denaturaci syrovátkových bílkovin. 
Dále proběhlo už jen odstředění při 6000 ot.min-1 po dobu 10 minut. 
 
Tabulka 7: Složky pro kultivaci Bacillus coagulans na MRS médiu 
destilovaná voda 1000 ml  
MRS Bouillon 52 g 
 
Tabulka 8: Složky pro kultivaci Bacillus coagulans na laktosovém médiu 
destilovaná voda 1000 ml 
pepton 10 g 
kvasniční extrakt 5 g 
laktosa 20 g 
K2HPO4 2 g 
CH3COONa
.
3H20 5 g 
(NH4)3C6H5O7 2 g 
MgSO4
.
7H2O 0,2 g 
MnSO4
.




V deproteinované syrovátce bylo nejdříve upraveno pH na hodnotu 6, syrovátka byla 
doživena a poté byla hodnota pH upravena na 5,5. 
 
Tabulka 9: Složky pro kultivaci Bacillus coagulans na doživeném syrovátkovém médiu 
deproteinová syrovátka 1000 ml  
kvasniční extrakt 10 g 
K2HPO4  0,5 g 
KH2PO4 0,5 g 
MgSO4
.
7H2O 0,2 g 
MnSO4
.
H2O 0,05 g 
 
2.4 Kultivace rodu Bacillus coagulans 
2.4.1 Kultivace na syntetických médiích 
Kultivace na syntetických médiích byly prováděny v Erlenmeyerových baňkách. Do 
300 ml MRS média bylo přidáno 30 ml inokula rodu Bacillus coagulans. K 300 ml 
laktosového média, bylo přidáno také 30 ml výše zmíněného mikroorganizmu. Kultivace pro 
rod Bacillus coagulans na syntetických médiích probíhala na temperované třepačce, za jeho 
optimálních podmínek pro růst, tedy při 50 °C a intenzitě míchání 150 ot.min-1. Obě kultivace 
byly ukončeny po 22 hodinách, kdy už byla podle turbidimetrie stanovena stacionární fáze. 
Při tomto typu kultivace byly jednotlivé vzorky odebírány v hodinových intervalech a byla 
stanovena růstová křivka turbidimetricky i vážkově. 
2.4.2  Kultivace na přírodních syrovátkových médiích 
Kultivace na přírodních syrovátkových médiích probíhala také v Erlenmeyerových 
baňkách, základem byla deproteinová syrovátka, která byla různě upravena. Jako přírodní 
syrovátková média byla vybrána: čisté syrovátkové médium a čisté, 10x zředěné syrovátkové 
médium. Dále doživené syrovátkové médium a doživené, 10x zředěné syrovátkové médium. 
Pro kultivaci bylo použito 200 ml upraveného syrovátkového média a 20 ml inokula. 
Kultivace probíhaly za různých podmínek. První podmínka byla bez přístupu vzduchu 
(anaerobní), kdy bylo zároveň médium odplyněno a zalito parafínem. Kultivace za této 
podmínky probíhaly v termostatu při 50 °C. Druhá podmínka probíhala na třepačce, při 50 °C, 
ale bez třepání. Poslední podmínka probíhala na temperované třepačce při 50 °C a s třepáním 
150 ot.min
-1. Všechny zmíněné kultivace probíhaly po dobu 27 hodin. Jednotlivé odběry 
probíhaly v hodinových intervalech, ale růstové křivky byly stanovovány pouze 
turbidimetricky. 
2.4.3  Kultivace v bioreaktoru 
Na kultivaci v bioreaktoru bylo vybráno jedno syntetické médium–MRS médium a jedno 
přírodní syrovátkové médium–doživená syrovátka. V bioreaktoru bylo založené vybrané 
médium, skládající se z 1500 ml média a 150 ml inokula rodu Bacillus coagulans. Kultivace 
probíhaly při teplotě 50 °C, při intenzitě míchání 150 ot.min-1 a vzdušnění 1,5 l.min-1. 
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Kultivace na doživeném syrovátkovém médiu probíhala po dobu 25 hodin, kultivace na MRS 
médiu trvala 22 hodin. Růstové křivky byly stanoveny turbidimetricky i vážkově. 
 
 
Obrázek 17: Bioreaktor BioFlo®/CelliGen™ 115, New Brunswick 
2.5 Metody měření 
2.5.1 Turbidimetrické stanovení růstové křivky 
Jednotlivé odběry z kultivací byly analyzovány turbidimetricky pomocí přístroje Cell 
Density Meter. Proměřování těchto vzorků proběhlo při vlnové délce 600 nm. Vybrané 
kultivační médium sloužilo jako blank. Pokud hodnota optické hustoty přesáhla 0,90, bylo 
nutné jednotlivé vzorky ředit (tabulky č. 18-33 v příloze). Z výsledků optických hustot byla 




Obrázek 18: Turbidimetr Ultrospec™ 10 Cell Density Meter Biowave WPA CO 8000 
2.5.2 Vážkové stanovení růstové křivky 
Při kultivaci, jak v Erlenmeyerových bankách, tak v bioreaktoru bylo odebíráno 10 ml 
vzorku. Vzorek byl centrifugován při 6000 ot.min-1 po dobu 10 minut. Vzniklý supernatant 
byl slit a zamražen pro pozdější stanovení kyseliny mléčné pomocí HPLC. Zbylý sediment 
byl promyt s 10 ml destilované vody a znovu centrifugován při 6000 ot.min-1 po dobu 10 
minut. Vzniklý sediment byl rozsuspendován s malým množstvím destilované vody a  
následně došlo k jeho sušení při 105 °C v pečící troubě. Takto vysušený sediment byl zvážen 
na analytických vahách. Z jednotlivých hmotností sušiny byly určeny koncentrace a z nich 
poté sestavena růstová křivka.  
2.5.3 Stanovení kyseliny mléčné metodou HPLC 
Byla stanovena kalibrační křivka pro kyselinu mléčnou, ze standardních roztoků. Na 
analýzu metodou HPLC byly jako vzorky použity zředěné supernatanty získané při stanovení 
sušiny biomasy. Jednotlivé vzorky byly stanoveny při teplotě 40 °C a průtoku 0,5 ml.min-1. 
Tlak v koloně byl udržován na 1,7 MPa a jednotlivé analýzy vzorků probíhaly po dobu 35 
minut. Jako mobilní fáze byla použita 1,3 mM H2SO4. Vzorky ke stanovení kyseliny mléčné 
byly detekovány pomocí UV/VIS detektoru, který je citlivější na organické kyseliny. Pomocí 
programu byly uloženy jednotlivé chromatogramy vzorků. Později byly podle kalibrační 




3 VÝSLEDKY A DISKUSE 
3.1 Kalibrační křivka kyseliny mléčné 
Z naměřených hodnot standardního roztoku byla sestavena kalibrační křivka kyseliny 
mléčné, která je primárním metabolitem při kultivaci vybraného mikroorganizmu. Pomocí 
metody HPLC byla kyselina mléčná detekována UV/VIS detektorem. Průměrný retenční čas 
kyseliny mléčné ze standardních roztoků byl 16,11 minut analýzy. Jednotlivé velikosti ploch 
píků jsou uvedeny v tabulce č. 17 v příloze. 
 
Graf 1: Kalibrační křivka pro produkci kyseliny mléčné 
 
3.2 Kultivace rodu Bacillus coagulans na syntetických médiích 
Cílem této kapitoly, byla kultivace vybraného mikroorganizmu na syntetických médiích, 
z důvodu možnosti srovnání rozdílů produkce biomasy a kyseliny mléčné v závislosti na 
použitém sacharidovém zdroji. Důležité bylo zejména porovnání, které médium je vhodnější 
pro vyšší produkci biomasy a které pro produkci kyseliny mléčné. Byla použita tato dvě 
syntetická média: 
1. syntetické laktosové médium, složením podobné čisté syrovátce, kde je sacharidovým 
zdrojem uhlíku laktosa 
2. MRS médium, kde je sacharidovým zdrojem uhlíku glukosa 
Kultivace vybraného mikroorganismu proběhla v Erlenmeyerových baňkách a za 
optimálních podmínek kultivace, tedy na temperované třepačce, pří 50 °C a intenzitě míchání 
150 min
-1. Kultivace na obou médiích probíhala po dobu 22 hodin. Růst biomasy byl sledován 
jako závislost optické hustoty měřené za vlnové délky 600 nm na čase. A dále pak jako 




3.2.1 Laktosové médium 
 Na laktosovém médiu byla sledována produkce biomasy a kyseliny mléčné. Růstové 
křivky jsou znázorněny na grafech 2 a 3 a data jsou shrnuty v tabulce č. 18  příloze. Graf 4 
zobrazuje linearizaci exponenciální fáze růstu nutnou pro výpočet měrné růstové rychlosti a 
produktivity biomasy. Graf 5 znázorňuje koncentraci kyseliny mléčné v závislosti na čase a  
graf 7 její linearizaci, ze které je spočítána měrná růstová rychlost a produktivita pro kyselinu 
mléčnou. 
Graf 2: Růstová křivka bakterie Bacillus coagulans jako závislost optické hustoty na čase   
 





Graf 4: Linearizace koncentrace buněk v exponenciální fázi bakterie Bacillus coagulans  
 














Na první růstové křivce je patrný začátek exponenciální fáze ve druhé hodině kultivace a  
její konec v 19. hodině. Následuje stacionární fáze, ve které byla kultivace ukončena. Ke  
zjištění OD bylo nutné vzorky ředit, od 16. hodiny třikrát a od 19. hodiny šestkrát.  
V grafu č. 3 byla delší lag-fáze a exponenciální fáze začala až ve třetí hodině kultivace a  
její konec byl stejný jako v předešlém grafu. Obě růstové křivky mají přibližně stejný 
sigmoidní tvar. 
Z lineární regrese exponenciálních fází a z rozdílu koncentrací na konci a počátku 
kultivace byla vypočtena měrná růstová rychlost a produktivita. Měrná růstová rychlost se 
rovná hodnotě 0,1182 h-1 a produktivita hodnotě 0,0388 g.l-1.h-1. Obě tyto hodnoty jsou dále 




Graf 5: Produkce kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans v průběhu kultivace 
 
Graf 6: Linearizace koncentrace produkce kyseliny mléčné v exponenciální fázi bakterie Bacillus coagulans  
 
















Křivka znázorňující produkci kyseliny mléčné má podobný tvar jako růstové křivky, 





  a během kultivace dosáhla maximální hodnoty necelých 10 g.dm-3. Začátek 
exponenciální fáze je zde ve třetí hodině kultivace a konec v 19. hodině, tedy exponenciální 
fáze má podobný průběh, jako tomu bylo u růstové křivky, znázorňující závislost koncentrace 
buněk na čase.  
Byla vypočítána hodnota měrné růstové rychlosti, která je 0,0543 h-1 a produktivita, která 
se rovná hodnotě 0,4013 g.l-1.h-1. Obě tyto hodnoty jsou dále porovnávány u výsledků MRS 
média, v tabulce č. 11. 
3.2.2 MRS médium 
Na MRS médiu byla sledována produkce biomasy a kyseliny mléčné. Růstové křivky jsou 
znázorněny na grafech 7 a 8 a data jsou shrnuty v tabulce č. 19 v příloze. Graf 9 zobrazuje 
linearizaci exponenciální fáze růstu nutnou pro výpočet měrné růstové rychlosti a  
produktivity biomasy. Graf 10 znázorňuje koncentraci kyseliny mléčné v závislosti na čase a 
graf 11 její linearizaci, ze které je spočítána měrná růstová rychlost a produktivita pro 
kyselinu mléčnou. 
 




Graf 8: Růstová křivka bakterie Bacillus coagulans jako závislost koncentrace buněk na čase 
 
Graf 9: Linearizace koncentrace buněk v exponenciální fázi bakterie Bacillus coagulans 
 


















Tabulka 10: Srovnání měrné růstové rychlosti a produktivity biomasy u laktosového a MRS média 
Médium Měrná růstová rychlost  Produktivita p 
Laktosové médium 0,1182 h-1 0,0388 g.l-1.h-1 
 
MRS médium 0,1059 h-1 0,0375 g.l-1.h-1 
 
 
V obou růstových křivkách MRS média začala exponenciální fáze ve druhé hodině 
kultivace a skončila v 18. hodině kultivace. Pro zjištění optické hustoty, proběhlo opět ředění, 
a to od 16 hodiny kultivace třikrát a od 19 hodiny šestkrát. Ve srovnání s laktosovým médiem, 
začala exponenciální fáze na MRS médiu později, ale toto médium dosahovalo vyšších 
hodnot optické hustoty. Na konci exponenciální fáze mají obě růstové křivky podobný tvar, 
ve stacionární fázi jsou hodnoty optické hustoty opět vyšší u laktosového média.  
Při porovnání koncentrace buněk je zřetelný strmější tvar začátku exponenciální fáze a  
znovu vyšší hodnoty koncentrace buněk u média laktosového. Tak je tomu i ve stacionární 
fázi. 
Dále byla vypočítána měrná růstová rychlost 0,1059 h-1 a produktivita 0,0375 g.l-1.h-1 u  
MRS média. V porovnání s hodnotami laktosového média (tabulka č. 10), je zřejmé že 
rychleji roste biomasa na laktosovém médiu a i její produktivita byla vyšší než u MRS média. 
Z výsledků vyplývá, že vhodnější pro růst biomasy je laktosové médium. Laktosa je tedy 
vhodnějším sacharidovým zdrojem uhlíku pro BMK, než glukosa. 
 




Graf 11: Linearizace koncentrace produkce kyseliny mléčné v exponenciální fázi bakterie Bacillus coagulans  
 
















Tabulka 11: Srovnání měrné růstové rychlosti a produktivity KM u laktosového a MRS média 
Médium Měrná růstová rychlost P Produktivita p 
Laktosové médium 0,0543 h-1 0,4013 g.l-1.h-1 
 
MRS médium 0,0525 h-1 0,7918 g.l-1.h-1 
 
Na počátku kultivace byla produkce kyseliny mléčné v MRS médiu asi 6 g.dm-3, což je 
vyšší koncentrace než u média laktosového, kde byla jen 3 g.dm-3. Maximální hodnota 
koncentrace kyseliny mléčné je okolo 20 g.dm-3, což je dvakrát tolik, než u média 
laktosového. Začátek exponenciální fáze byl ve druhé hodině kultivace a konec v 18. hodině 
kultivace. Exponenciální fáze měla podobný průběh jako u růstové křivky. 





 u MRS média. Ve srovnání s laktosovým médiem (tabulka č. 11) 
byl rychlejší růst kyseliny mléčné u laktosového média, ale šlo zde jen o nepatrný rozdíl. 
Produktivita je pak téměř dvojnásobně vyšší u MRS média. Závěr této kapitoly tedy je, že pro 





Obrázek 19: Vzorový chromatogram stanovení kyseliny mléčné 
Na tomto chromatogramu jsou srovnávány dva píky, které reprezentují produkci kyseliny 
mléčné. Laktosové médium je znázorněno červenou barvou, MRS médium modrou barvou. 
Retenční čas pro obě média byl přibližně stejný, a to 16,83. Tento vzorový chromatogram 
pochází z posledního odběru (22. hodina kultivace) v obou médiích. 
 
3.3 Kultivace rodu Bacillus coagulans na přírodních médiích 
Ke kultivaci vybraného druhu byla použita přírodní syrovátková média, která byla různě 
upravena pomocí ředění a doživení. Cílem těchto úprav bylo zjistit, zda čistá syrovátka 
obsahuje dostatek živin pro produkci biomasy a kyseliny mléčné neboli zda zde nedochází 
k inhibici substrátem. Použita byla tato syrovátková média: 
1. čistá syrovátka 
2. čistá syrovátka, 10x zředěná 
3. doživená syrovátka 
4. doživená syrovátka, 10x zředěná 
Kultivace dále probíhala v Erlenmeyerových baňkách za různých podmínek, které 
ovlivňovaly její výtěžky. Byl zkoumán vliv kyslíku na produkci kyseliny mléčné a vliv 
třepání na produkci biomasy. Kultivace probíhala za těchto podmínek: 
a) bez přístupu vzduchu (anaerobní podmínka, odplynění a zalití médi parafinem), 
termostat 50 °C  
b) bez třepání, temperovaná třepačka 50 °C  
c) s třepáním 150 min-1, temperovaná třepačka, 50 °C 
Kultivace ve všech médiích probíhaly po dobu 27 hodin a růstové křivky byly zjišťovány 




3.3.1 Vliv složení média na růst a produkci kyseliny mléčné 
V této kapitole jsou uvedeny výsledky srovnání růstových křivek, jako závislost optické 
hustoty na čase (grafy 12-14) a produkce kyseliny mléčné (grafy 15-17) v závislosti na 
složení kultivačního média za jednotlivých podmínek. Cílem je vybrat, které médium je 
nejvhodnější pro růst biomasy a produkci KM. 
Graf 12: Srovnání závislostí optických hustot na čase - všechny typy médií za anaerobní podmínky 
 




Graf 14: Srovnání závislostí optických hustot na čase - všechny typy médií za podmínky s třepáním 
 
 
Tabulka 12: Srovnání exponenciálních fází (e.f.) na všech přírodních médiích za všech podmínek 





















Čistá syrovátka 1. 19. 2. 18. 1. 19. 
10x zředěná syrovátka 2. 19. 1. 18. 3. 19. 
Doživená syrovátka 3. 19. 2. 18. 3. 19. 
10x zředěná doživená syrovátka 1. 20. 1. 19. 3. 20. 
 
Všechny hodnoty optických hustot jsou s jednotlivými ředěními uvedeny v tabulkách 20-
31 v příloze. Z uvedených výsledků vyplývá, že za anaerobní podmínky byl začátek 
exponenciální fáze mezi 1. - 3. hodinou kultivace a konec v 19. - 20. hodině kultivace. 
Největší produkci biomasy mělo doživené syrovátkové médium, dále pak čisté syrovátkové 
médium. Méně strmý průběh růstové křivky měla pak obě zředěná média, kde vyšší hodnoty 
mělo médium 10x zředěné, doživené. 
Za podmínky bez třepání byl začátek exponenciální fáze v 1. – 2. hodině kultivace a konec 
exponenciální fáze byl mezi 18. – 19. hodinou kultivace. I za této podmínky mělo největší 
produkci biomasy doživené syrovátkové médium, které mělo vyšší hodnoty optické hustoty 
než u anaerobní podmínky. Následující pořadí je stejné jako u předešlé podmínky. 
U podmínky s třepáním měla většina médií začátek exponenciální fáze ve 3. hodině 
kultivace a konec byl mezi 19. – 20. hodinou. Největší produkce biomasy byla opět u  
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doživeného syrovátkového média, dále bylo pořadí médií stejné jako v předešlých případech. 
Pozorovány byly nejvyšší hodnoty maxima optické hustoty u doživené syrovátky, proto je 
doživené syrovátkové médium nejvhodnější pro produkci biomasy. Čisté syrovátkové 
médium nemá tedy dostatek živin pro růst a k inhibici substrátem tu nedochází. 
 
Graf 15: Srovnání produkce kyseliny mléčné - všechny typy médií za anaerobní podmínky 
 
 





Graf 17: Srovnání produkce kyseliny mléčné - všechny typy médií za podmínky s třepáním 
 
 
Tabulka 13: Srovnání produkce kyseliny mléčné na všech médiích, za všech podmínek 














Čistá syrovátka 4,91 5,17 5,09 
10x zředěná syrovátka 1,31 1,64 1,72 
Doživená syrovátka 11,05 12,23 11,97 
10x zředěná doživená syrovátka 4,56 4,81 3,24 
 
Za anaerobní podmínky mělo nejvyšší koncentraci kyseliny mléčné doživené syrovátkové 
médium, kde koncentrace dosáhla přibližně 11 g.dm-3. Dále bylo čisté syrovátkové médium, 
které mělo ale hodnoty koncentrace skoro stejné jako doživené, 10x zředěné médium. 
Nejnižší hodnoty koncentrací mělo 10x zředěné syrovátkové médium. 
Za podmínky bez třepání, mělo znovu nejvyšší koncentrace KM doživené syrovátkové 
médium, a to přes 12 g.dm-3 Pořadí médií bylo dále stejné jako u předchozí podmínky. 
Všechna média zde měla vyšší koncentraci KM než za podmínky anaerobní.  
Za podmínky s třepáním byla nejvyšší koncentrace KM pod 12 g.dm-3 u doživeného 
syrovátkového média. Pořadí dalších médií bylo stejné jako u podmínek předchozích, ale 
hodnoty koncentrací KM byly nižší než u podmínky bez třepání. 
U všech médií nebylo na počátku kultivace možné stanovení koncentrace KM, protože 
jednotlivé píky byly málo výrazné. Exponenciální fáze u všech médií začala až v 5. hodině 
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kultivace. Z uvedených výsledků vyplývá, že nejvhodnější médium pro produkci kyseliny 
mléčné je doživené syrovátkové médium.  
3.3.2 Vliv podmínek kultivace na růst a produkci kyseliny mléčné 
V této kapitole jsou uvedeny výsledky srovnání růstových křivek, jako závislost optické 
hustoty na čase (grafy 18-21) a produkce kyseliny mléčné (grafy 22-25). Popis jednotlivých 
exponenciálních fází, ředění a maxima koncentrace KM byl podrobně popsán v předchozí 
kapitole, v tabulkách č. 12 a 13. Tato kapitola hodnotí každé médium zvlášť pro všechny 
podmínky a cílem je stanovení nejvhodnější podmínky jak pro růst biomasy, tak produkci 
KM.  
Graf 18: Srovnání růstových křivek na syrovátkovém médiu bakterie Bacillus coagulans jako závislost optické 




Graf 19: Srovnání růstových křivek na 10x zředěné syrovátce bakterie Bacillus coagulans jako závislost optické 
hustoty na čase za všech podmínek kultivace 
 
 
Graf 20: Srovnání růstových křivek na doživené syrovátce bakterie Bacillus coagulans jako závislost optické 




Graf 21: Srovnání růstových křivek na doživené, 10x zředěné syrovátce bakterie Bacillus coagulans jako 
závislost optické hustoty na čase za všech podmínek kultivace 
 
 
Pro syrovátkové médium byla podle hodnot optické hustoty nejvhodnější podmínka bez 
třepání společně s podmínkou anaerobní, nejnižší růst biomasy byl za podmínky s třepáním. 
Čistá syrovátka, 10x zředěná produkovala nejvíce biomasy za podmínky anaerobní, poté byly 
podmínky bez třepání a s třepáním. Pro doživené syrovátkové médium, které produkuje 
nejvíce biomasy, byla nejvhodnější podmínka s třepáním, poté bez třepání a nakonec 
podmínka anaerobní. Doživená syrovátka, 10x zředěná produkovala nejvíce biomasy za 
podmínky s třepáním, dále pak za anaerobní podmínky a nejnižší byla produkce za podmínky 
bez třepání. 
Závěrem lze říci, že pro média, čistě syrovátkového základu byla nejvhodnější pro růst 
biomasy anaerobní podmínka. Pro média doživená pak podmínka s třepáním. Vysvětlením 
může být, že média čistě syrovátkového základu využívaly více kyslík pro růst biomasy. U 
doživených médií byl kyslík nahrazen dalším substrátem-glukosou. 
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Graf 22: Srovnání produkce kyseliny mléčné na čisté syrovátce za všech podmínek kultivace 
 
 




Graf 24: Srovnání produkce kyseliny mléčné na doživené syrovátce za všech podmínek kultivace 
 
 
Graf 25: Srovnání produkce kyseliny mléčné na doživené,  10x zředěné syrovátce za všech podmínek kultivace 
 
 
Pro produkci KM byla pro syrovátkové médium nejvhodnější podmínka bez třepání, poté 
anaerobní podmínka a nejmenší koncentrace KM byla u podmínky s třepáním. Syrovátka, 10x 
zředěná měla nejvyšší koncentraci KM za podmínky s třepáním, poté bez třepání a nakonec za 
podmínky anaerobní. Doživené syrovátkové médium produkovalo nejvíce KM za podmínky 
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bez třepání, poté s třepáním a nejnižší hodnoty byly u podmínky anaerobní. Doživená 
syrovátka, 10x zředěná měla nevyšší produkci KM také za podmínky bez třepání, poté za 
anaerobní podmínky a nejnižší produkce byla za podmínky s třepáním. 
Pokud je hodnocena nejvhodnější podmínka pro produkci KM podle maxima její 
koncentrace, tak u všech médií bylo nejvyšší maximum za podmínky bez třepání. 
 
3.4 Kultivace rodu Bacillus coagulans v bioreaktoru 
Pro kultivaci v bioreaktoru bylo použito jak syntetické, tak přírodní médium, u kterého 
byla zjištěna nejvyšší produkce kyseliny mléčné. Cílem bylo potvrzení či vyvrácení vlivu 
množství kultivačního média na produkci. Kultivace zde probíhala při 50 °C, při intenzitě 
míchání 150 min-1. a vzdušnění 1,5 l.min-1. 
1. Ze skupiny syntetických médií bylo vybráno – MRS médium 
2. Ze skupiny přírodních médií bylo vybráno – Doživené syrovátkové médium 
3.4.1 MRS médium 
Na MRS médiu byla sledována produkce biomasy a kyseliny mléčné. Růstové křivky jsou 
znázorněny na grafech 26 a 27 a data jsou shrnuty v tabulce č. 32 v příloze. Graf 28 zobrazuje 
linearizaci exponenciální fáze růstu nutnou pro výpočet měrné růstové rychlosti a  
produktivity biomasy. Graf 29 znázorňuje koncentraci kyseliny mléčné v závislosti na čase a 
graf 30 její linearizaci, ze které je spočítána měrná růstová rychlost a produktivita pro 
kyselinu mléčnou. 
 




Graf 27: Růstová křivka bakterie Bacillus coagulans jako závislost koncentrace buněk na čase 
 
Graf 28: Linearizace koncentrace buněk v exponenciální fázi bakterie Bacillus coagulans  
 
Měrná růstová rychlost růstu biomasy:  = 0,1139 h-1 
 















Graf, znázorňující optickou hustotu, má začátek exponenciální fáze ve třetí hodině 
kultivace a její konec ve 20. hodině. Kultivace byla ukončena po 22 hodinách, kdy probíhala 
už jen stacionární fáze. Ředění, ke zjištění optické hustoty bylo od 5. hodiny dvakrát, od 6. 
hodiny čtyřikrát a od 18. hodiny šestkrát. Stejný začátek i konec exponenciální fáze měl i 
graf, znázorňující koncentraci buněk na čase.  
Z lineární regrese exponenciálních fází a z rozdílu koncentrací na konci a počátku 
kultivace byla vypočtena měrná růstová rychlost a produktivita. Měrná růstová rychlost se 
rovná hodnotě 0,1153 h-1 a produktivita hodnotě 0,1141 g.l-1.h-1. Obě tyto hodnoty jsou dále 
porovnávány s MRS kultivací v Erlenmeyerových baňkách v tabulce č. 14. 
 




Graf 30: Linearizace koncentrace produkce kyseliny mléčné v exponenciální fázi bakterie Bacillus coagulans  
 
Měrná růstová rychlost pro produkci kyseliny mléčné P = 0,0527 h
-1 













Křivka produkce kyseliny mléčné začínala na hodnotě asi 6,5 g.dm-3 KM a dosáhla 
maxima koncentrace asi 17,5 g.dm
-3. Začátek exponenciální fáze nastal ve 2. hodině kultivace 
a konec byl v 19. hodině.   




-1. Oba tyto výsledky jsou porovnávány s MRS kultivací v Erlenmeyerových 





Obrázek 20: Data z programu BioCommand - změna pH a koncentrace kyslíku v průběhu kultivace 
Z bioreaktoru byla vybrána data, která znázorňují změny pH a koncentrace kyslíku 
v průběhu kultivace. Hodnota pH v průběhu času klesala, což je dáno tvorbou kyseliny 
mléčné jako primárního metabolitu. Na hodnotách koncentrace kyslíku je znázorněn prudký 
pokles koncentrace, kdy byl kyslík bakteriemi spotřebováván na jejich růst a množení. Tak 
tomu bylo i v celé exponenciální fázi. Na obou křivkách je zachycena stacionární fáze, ve 
které jsou hladiny hodnot kyslíku a pH ustálené. 
3.4.2 Doživená syrovátka 
Na doživeném syrovátkovém médiu byla sledována produkce biomasy a kyseliny mléčné. 
Růstové křivky jsou znázorněny na grafech 31 a 32 a data jsou shrnuty v tabulce č. 33 
v příloze. Graf 33 zobrazuje linearizaci exponenciální fáze růstu nutnou pro výpočet měrné 
růstové rychlosti a produktivity biomasy. Graf 34 znázorňuje koncentraci kyseliny mléčné 
v závislosti na čase a graf 35 její linearizaci, ze které je spočítána měrná růstová rychlost a 
produktivita pro kyselinu mléčnou. 
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Graf 31: Růstová křivka bakterie Bacillus coagulans jako závislost optické hustoty na čase  
 
 





Graf 33: Linearizace koncentrace buněk v exponenciální fázi bakterie Bacillus coagulans  
 
Měrná růstová rychlost růstu biomasy:  = 0,0663 h-1 
 













U obou růstových křivek neproběhla lag–fáze a exponenciální fáze tedy začala již v nulté 
hodině kultivace a skončila ve 21. hodině.  Tato kultivace probíhala 25 hodin, tedy déle než 
na MRS médiu v bioreaktoru. Ředění ke zjištění optické hustoty bylo od nulté hodiny třikrát, 
od 5. hodiny čtyřikrát, od 6. hodiny šestkrát, od 18. hodiny osmkrát, od 19. hodiny devětkrát, 
od 20. hodiny desetkrát a od 21. hodiny dvanáctkrát. Dále byla vypočítána měrná růstová 
rychlost 0,0663 h
-1
 a produktivita 0,0838 g.l
-1
.h
-1. Obě tyto hodnoty jsou dále porovnávány 




Graf 34: Produkce kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans v průběhu kultivace 
 
Graf 35: Linearizace koncentrace produkce kyseliny mléčné v exponenciální fázi bakterie  Bacillus coagulans  
 
 
Měrná růstová rychlost kyseliny mléčné: P = 0,0418 h
-1 
 















Na počátku kultivace byla produkce kyseliny mléčné v DŽ médiu necelé 3 g.dm-3 a  
maximální hodnota koncentrace kyseliny mléčné je okolo 8,8 g.dm-3. Začátek exponenciální 
fáze byl ve druhé hodině kultivace a konec v 18. hodině kultivace. Byla vypočítána měrná 
růstová rychlost produkce kyseliny mléčné 0,0418 h-1 a její produktivita 0,2925 h-1. Obě tyto 
hodnoty jsou dále porovnávány s kultivací doživené syrovátky v Erlenmeyerových baňkách 
v tabulce č. 16. 
 
 
Obrázek 21: Data z programu BioCommand - změna pH a koncentrace kyslíku v průběhu kultivace 
Z bioreaktoru byla vybrána data, která znázorňují změny pH a koncentrace kyslíku 
v průběhu kultivace. Křivka pH nemá tak hladký tvar jako tomu bylo u kultivace 
v bioreaktoru na MRS médiu, ale v průběhu času je zaznamenán výrazný pokles, způsobený 
tvorbou kyseliny mléčné. Prudký pokles koncentrace měla i křivka, znázorňující koncentraci 
kyslíku, z důvodu jeho spotřeby na růstu a množení bakterií.  
 
3.5 Srovnání kultivací rodu Bacillus coagulans v EB a bioreaktoru 
V této kapitole jsou srovnávány jak růstové křivky biomasy (grafy 36 a 37), tak produkce 
kyseliny mléčné (graf 38) při kultivaci v EB a bioreaktoru na uvedených médiích. Jednotlivé 
růstové křivky byly podrobně popsány výše, zde jsou srovnávány všechny sledované 
parametry v závislosti na objemu média. Kultivace jak v EB, tak v bioreaktoru proběhla na 
těchto médiích: 
1. MRS médium 
2. Doživená syrovátka 
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3.5.1 MRS médium 
Graf 36: Srovnání růstových křivek bakterie Bacillus coagulans jako závislost optické hustoty na čase 
 
 




Tabulka 14: Srovnání měrné růstové rychlosti a produktivity biomasy na MRS médiu v EB a bioreaktoru 
















Z výše uvedených výsledků vyplývá, že rychlejší růst biomasy na MRS médiu byl 
v bioreaktoru, stejně tak zde byla vyšší i produktivita. Důvodem může být větší místo pro 
růst, které poskytuje bioreaktor. 
 
Graf 38: Srovnání produkce kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans jako závislost koncentrace na čase 
 
 
Tabulka 15: Srovnání měrné růstové rychlosti a produktivity KM na MRS médiu v EB a bioreaktoru 
















Z uvedených výsledků vyplývá, že měrná růstová rychlost produkce kyseliny mléčné na 
MRS médiu byla větší v bioreaktoru, ale jen o nepatrný rozdíl oproti Erlenmeyerovým 
baňkám. Produktivita kyseliny mléčné pak byla vyšší v Erlenmeyerových baňkách, což vede 
k závěru, že menší objem (kultivace v EB) je vhodnější pro produkci kyseliny mléčné. Větší 
objem (kultivace v bioreaktoru) je vhodnější pro růst biomasy. Vysvětlením může být 
neomezené místo pro růst. 
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3.5.2 Doživená syrovátka 
U doživené syrovátky je na grafu 39 porovnávána pouze optická hustota, protože v EB na 
tomto médiu nebyla sušina stanovována. Proto je srovnání provedeno pouze z výsledků 
z grafu. Na grafu 40 je znázorněna produkce kyseliny mléčné u doživené syrovátky v EB  
a bioreaktoru.  
 
Graf 39: Srovnání růstových křivek bakterie Bacillus coagulans jako závislost optické hustoty na čase 
 
 
Z výsledků uvedených v grafu, je zřejmé, že i u doživené syrovátky, byl vyšší růst biomasy 
při kultivaci v bioreaktoru. To potvrzuje výsledek, že větší objem média má významný vliv na 
produkci biomasy, z důvodu neomezeného místa pro růst. 
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Graf 40: Srovnání produkce kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans jako závislost koncentrace na čase 
 
Tabulka 16: Srovnání měrné růstové rychlosti a produktivity KM na DŽ médiu v EB a bioreaktoru 
















Z uvedených výsledků vyplývá, že měrná růstová rychlost KM u doživené syrovátky byla 
vyšší v EB, stejně jako její produktivita. Byl potvrzen výsledek, že menší objem média je 




Cílem této diplomové práce bylo sledovat růst biomasy a produkci vybraného metabolitu-
kyseliny mléčné termofilní bakterie Bacillus coagulans. Jednotlivé kultivace byly provedeny 
jak na syntetických médiích, tak na přírodních syrovátkových médiích a byla pozorována 
využitelnost rozdílného sacharidového zdroje. Dále bylo sledováno srovnání produkce 
biomasy a metabolitu v závislosti na objemu média. U všech kultivací byla sledována optická 
hustota a současně byl sledován nárůst biomasy pomocí stanovení sušiny. Supernatant z této 
analýzy sloužil ke stanovení vybraného metabolitu-kyseliny mléčné pomocí HPLC. 
V počátečních fázích růstu mikroorganizmů dochází k jejich využití jednoduchých 
substrátů. Poté dochází ke štěpení složitějších molekul, v našem případě laktosy na glukosu a  
galaktosu, pomocí enzymového vybavení bakterií. Tento snáze utilizovaný substrát využívají 
bakterie intenzivně během exponenciální fáze, kdy je růst biomasy a tvorba primárních 
metabolitů nejvyšší. U všech kultivací byla stanovena růstová křivka, kdy z její exponenciální 
fáze byla u  většiny kultivací spočítána měrná růstová rychlost a produktivita.  
Pro kultivaci na syntetických médiích v Erlenmeyerových baňkách, bylo použito 
syntetické laktosové médium a MRS médium. Cílem bylo zjistit vhodnější sacharidový zdroj 








-1. Laktosa byla tedy vhodnějším sacharidovým zdrojem uhlíku pro 
bakterie, než glukosa. Vhodnější pro růst biomasy bylo tedy syntetické laktosové médium.  
Kultivace na přírodních médiích probíhala na upravených syrovátkových médiích, za 
různých podmínek, které byly navzájem srovnávány, jako závislost optické hustoty na čase. 
Jako přírodní syrovátková média byla zvolena: čistá syrovátka, 10x zředěná syrovátka, 
doživená syrovátka a 10x zředěná doživená syrovátka. Cílem bylo zjistit, zda čistá syrovátka 
obsahuje dostatek živin pro růst biomasy a zda nedochází k inhibici substrátem. Výsledky 
ukázaly nejvyšší růst biomasy na doživeném syrovátkovém médiu, poté byl nejvyšší růst na 
čisté syrovátce, dále na 10x zředěné, doživené syrovátce a nejmenší produkce biomasy nastala 
na 10x zředěné, čisté syrovátce. Výsledky ukázaly, že čistá syrovátka tedy nemá dostatek 
živin pro růst a k inhibici substrátem u syrovátky nedochází.  
Kultivace na přírodních syrovátkových médiích probíhala za následujících podmínek: 
anaerobní, bez třepání, s třepáním. Cílem bylo zjistit, jaký vliv má kyslík na produkci 
kyseliny mléčné a jaký vliv má třepání na růst biomasy. Jako nejvhodnější pro růst biomasy 
se potvrdila podmínka s třepáním, která patří mezi optimální podmínky pro růst biomasy u  
bakterie Bacillus coagulans, které uvádí odborná literatura. 
V bioreaktoru probíhala kultivace na jednom ze syntetických médií-MRS médiu. Dále pak 
na jednom z přírodních syrovátkových médií-doživené syrovátce, vzhledem k jejímu 
nejvyššímu růstu biomasy z Erlenmeyerovy baňky. Kultivace v bioreaktoru probíhaly s cílem 
potvrdit, či vyvrátit vliv množství média na produkci biomasy a kyseliny mléčné. Měrná 
růstová rychlost MRS média byla v EB 0,1059 h-1 a v bioreaktoru 0,1136 h-1. Produktivita na 
MRS médiu v EB byla 0,0375 g.l-1.h-1 a v bioreaktoru 0,1141 g.l-1.h-1. Tyto hodnoty jasně 
ukazují, že vyšší růst biomasy byl v bioreaktoru. U doživeného syrovátkového média bylo 
z grafu vypozorováno, že vyšší hodnoty optické hustoty nastaly při kultivaci v bioreaktoru a 
výrazně nižší byly při kultivaci v EB. Vliv média má tedy vliv na růst biomasy, vhodnější je 
větší objem bioreaktoru, kdy důvodem může být neomezené místo pro růst. 
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Bakterie mléčného kvašení patří mezi heterofermentativní, protože jsou schopny konverze 
laktosy do více metabolitů, jako je kyselina mléčná nebo ethanol. V této diplomové práci byla 
sledována produkce kyseliny mléčné. Ta byla detekována pomocí UV/VIS detektoru na 
přístroji HPLC. Z naměřených standardních roztoků byla stanovena kalibrační křivka kyseliny 
mléčné a pomocí velikostí ploch píků byla spočítána koncentrace kyseliny mléčné u všech 
výše zmíněných kultivací. Byly stanoveny křivky produkce KM jako závislost koncentrace na 
čase a opět byla z exponenciální fáze vypočtena měrná růstová rychlost a produktivita.  
Při kultivaci na syntetických médiích, bylo u laktosového média zjištěno minimum 
koncentrace KM asi 3 g.dm
-3
 a u MRS média bylo minimum asi 6 g.dm-3. Maximum KM pro 
laktosové médium bylo asi 10 g.dm-3 a u MRS média bylo maximum dvakrát vyšší a to asi 20 
g.dm









. Z uvedených výsledků je zřejmé, že vhodnější médium pro produkci KM bylo 
MRS médium. 
Hodnocení nejvhodnějšího přírodního syrovátkového média pro produkci KM začíná u 
anaerobní podmínky kultivace, kdy bylo maximum produkce KM asi 11 g.dm-3 a nastalo u 
doživeného syrovátkového média. Za podmínky bez třepání, bylo maximum koncentrace KM 
něco málo přes 12 g.dm-3 u doživeného syrovátkového média. Za podmínky s třepáním bylo 
maximum produkce KM necelých 12 g.dm-3, které nastalo u doživeného syrovátkového 
média. Pro produkci KM je tedy nejvhodnější doživené syrovátkové médium. Tento druh 
média byl nejvhodnější i pro růst biomasy. 
Hodnocení nejvhodnější podmínky pro produkci KM, začíná u čisté syrovátky, kdy byla 
nejvyšší produkce KM za podmínky bez třepání. U čisté syrovátky, 10x zředěné byla nejvyšší 
produkce KM za podmínky s třepáním. Doživená syrovátka produkovala nejvíce KM za 
podmínky bez třepání. Doživená, 10x zředěná měla nejvyšší produkci KM za podmínky bez 
třepání. Pokud je hodnocena nejvhodnější podmínka pro produkci KM podle maxima její 
koncentrace, tak u všech médií bylo nejvyšší maximum za podmínky bez třepání. 
Závěrem dochází ke zhodnocení vlivu objemu média na produkci KM. Kultivace jak v EB 
a bioreaktoru proběhla na MRS médiu. Zde byla měrná růstová rychlost pro KM 0,0525 h-1 
v EB a 0,0527 h
-1








-1. Lze tedy říci, že vhodnější pro produkci KM byl menší objem, tedy kultivace 
v EB. Množství vlivu objemu média na produkci KM bylo hodnoceno i na doživené 
syrovátce.  Měrná růstová rychlost pro KM byla 0,7140 h-1 v EB a 0,7350 h-1 v bioreaktoru. 
Produktivita pak dosáhla hodnot 0,7350 g.l-1.h-1 v EB a 0,2925 g.l-1.h-1v bioreaktoru. Bylo 
tedy potvrzeno, že vhodnější pro produkci kyseliny mléčné byl menší objem, tedy kultivace 
v EB. 
Z výše uvedených výsledků vyplývá, že pro BMK je vhodnější sacharidový zdroj laktosa 
pro růst biomasy a glukosa pro produkci KM. Z přírodních syrovátkových médií bylo 
nejvhodnější to doživené, jak pro růst biomasy, tak pro produkci KM. Toto jasně ukazuje na 
nedostatek živin v čisté syrovátce a výsledek vede k závěru, že k inhibici substrátem zde 
nedochází. Podmínka s třepáním byla nejvhodnější pro růst biomasy. Podmínka bez třepání 
pak pro produkci kyseliny mléčné. Závěrem bylo potvrzeno, že objem média má vliv na růst 
biomasy, kdy k většímu růstu dochází ve větším objemu. Menší objem byl naopak vhodnější 
pro produkci KM.  
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Tabulka 17: Závislost koncentrace kyseliny mléčné na ploše píku 
c [g l
-1








Tabulka 18: Hodnoty optické hustoty, koncentrace biomasy a koncentrace kyseliny mléčné bakteri Bacillus 
coagulans pro laktosové médium 















0,08 405,623 2,7461  
1 0,33 0,07 391,707 2,6685  
2 0,43 0,08 ln c 420,158 2,8272 ln cKM 
3* 0,54 0,10 -2,3025 982,284 2,9810 1,0922 
4* 0,73 0,13 -2,0402 1481,853 4,3740 1,4756 
5* 0,70 0,14 -1,9661 1536,831 4,5273 1,5101 
6* 0,85 0,22 -1,5141 1960,02 5,7073 1,7415 
16* 2,25 
3x 
0,58 -0,5447 5654,718 8,0048 2,0800 
17* 2,51 0,62 -0,4780 5151,68 7,3034 1,9883 
18* 2,62 0,68 -0,3856 6445,225 9,1069 2,2090 
19* 2,70 
6x 
0,72 -0,3285 6656,017 9,4008 2,2407 
20 2,71 0,73 
 
6385,258 9,0232  
21 2,68 0,74 6914,544 9,7612  
22 2,69 0,73 6405,128 9,0510  





Tabulka 19: Hodnoty optické hustoty, koncentrace biomasy a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus 
coagulans pro MRS médium v EB 















0,09 961,261 5,8448  
1 0,28 0,07 940,038 5,7264  
2* 0,30 0,09 ln c 973,638 5,9138 ln cKM 
3* 0,50 0,14 -2,41 2623,752 7,5580 1,7773 
4* 0,72 0,17 -1,97 3402,952 9,7308 2,0226 
5* 0,90 0,26 -1,77 4006,784 11,4145 2,2753 
6* 0,99 0,35 -1,35 4787,771 13,5922 2,4348 
16* 2,34 
3x 
0,62 -1,05 11469,929 16,1123 2,6095 
17* 2,47 0,66 -0,48 11974,008 16,8151 2,7795 
18* 2,56 0,69 -0,42 13244,907 18,5870 2,8222 
19 2,52 
6x 
0,65 -0,37 14110,524 19,7938 2,9224 
20 2,56 0,69 
 
13385,258 18,7827  
21 2,48 0,67 12715,546 17,8490  
22 2,52 0,66 13388,572 18,7873  
* exponenciální fáze 
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Tabulka 20: Hodnoty optické hustoty a koncentrace kyseliny mléčné rodu bakterie Bacillus coagulans pro 
syrovátkové médium za anaerobní podmínky 
Růst biomasy Produkce kyseliny mléčné 










1 - - 
1* 0,39  3 - - 
2* 0,61 5 605,265 1,9297 
3* 0,91 7 952,067 2,8967 
4* 1,12 
2x 
11 3230,059 4,6243 
5* 1,56 13 2060,203 4,5674 
6* 1,84 15 3249,432 4,6513 
7* 2,36 
4x 
17 3030,254 4,3457 


















Tabulka 21: Hodnoty optické hustoty a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans pro 
syrovátkové médium za podmínky bez třepání 
Růst biomasy Produkce kyseliny mléčné 










1 - - 
1 0,34  3 - - 
2* 0,75 5 675,315 2,1250 
3* 0,98 7 714,696 2,2349 
4* 1,14 
2x 
11 237,516 4,5674 
5* 1,16 13 3586,854 5,1217 
6* 1,12 
  4x 
 
15 3623,251 5,1725 
7* 1,12 17 3139,183 4,4976 

















Tabulka 22: Hodnoty optické hustoty a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans pro 
syrovátkové médium za podmínky s třepáním 
Růst biomasy Produkce kyseliny mléčné 









  - 
1 - - 
1* 0,47  3 - - 
2* 0,64 5 671,877 2,1155 
3* 0,94 7 870,421 2,6691 
4* 1,48 
2x 
11 3566,279 5,0931 
5* 1,56 13 2909,967 4,1780 
6* 1,52 15 2865,867 4,1166 
7* 1,66 17 1575,891 4,1000 

















Tabulka 23: Hodnoty optické hustoty a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans pro 
syrovátkové médium, 10x zředěné za anaerobní podmínky 
Růst biomasy Produkce kyseliny mléčné 











1 - - 
1 0,34  3 - - 
2* 0,52 5 468,965 0,7748 
3* 0,75 7 544,620 0,8803 
4* 0,85 11 824,298 1,2702 
5* 0,89 13 846,606 1,3013 
6* 0,98 15 827,112 1,2741 
7* 1,02 
 2x 
17 834,186 1,2840 

















Tabulka 24: Hodnoty optické hustoty a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans pro 
syrovátkové médium, 10x zředěné za podmínky bez třepání 
Růst biomasy Produkce kyseliny mléčné 











1 - - 
1* 0,45  3 - - 
2* 0,43 5 516,886 0,8416 
3* 0,45 7 681,509 1,0711 
4* 0,49 11 716,496 1,1199 
5* 0,51 13 686,342 1,0779 
6* 0,52 15 710,543 1,1116 
7* 0,55 17 897,853 1,3728 

















Tabulka 25: Hodnoty optické hustoty a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans pro 
syrovátkové médium, 10x zředěné za podmínky s třepáním 
Růst biomasy Produkce kyseliny mléčné 










1 - - 
1 0,33  3 - - 
2 0,31 5 436,839 0,7300 
3* 0,35 7 716,412 1,1198 
4* 0,35 11 691,437 1,0850 
5* 0,35 13 712,689 1,1146 
6* 0,38 15 874,371 1,3400 
7* 0,44 17 904,972 1,3827 













* exponenciální fáze 
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Tabulka 26: Hodnoty optické hustoty a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans pro doživené 
syrovátkové médium, za anaerobní podmínky 
Růst biomasy Produkce kyseliny mléčné 









  - 
1 - - 
1 0,32  3 - - 
2 0,38 5 1338,134 3,9732 
3* 0,56 7 2675,730 7,7030 
4* 0,95 11 6038,262 8,5395 
5* 1,34 2x 13 6093,729 8,6168 
6* 1,72 
4x 
15 6803,889 9,6069 
7* 2,64 17 7842,486 11,0549 














* exponenciální fáze 
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Tabulka 27: Hodnoty optické hustoty a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans pro doživené 
syrovátkové médium, za podmínky bez třepání 
Růst biomasy Produkce kyseliny mléčné 









  - 
1 - - 
1 0,41  3 - - 
2* 0,45 5 1057,917 3,1919 
3* 0,98 7 2787,287 8,0140 
4* 2,16 2x 11 6279,948 8,8764 
5* 2,32 
4x 
13 6588,124 9,3061 
6* 2,60 15 6712,982 9,4802 
7* 2,68 17 8247,307 11,6193 













* exponenciální fáze 
 89 
 
Tabulka 28: Hodnoty optické hustoty a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans pro doživené 
syrovátkové médium, za podmínky s třepáním 
Růst biomasy Produkce kyseliny mléčné 









  -   
1 - - 
1 0,34  3 - - 
2 0,47 5 1106,652 3,3278 
3* 0,92 7 2581,526 7,4403 
4* 1,24 2x 11 5736,157 8,1183 
5* 1,87 
  - 
13 6375,441 9,0096 
6* 2,45 15 7139,183 10,0744 
7* 2,87 17 8626,621 12,1482 












27 3,61  
* exponenciální fáze 
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Tabulka 29: Hodnoty optické hustoty a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans pro doživené 
syrovátkové médium, 10x zředěné za anaerobní podmínky 
Růst biomasy Produkce kyseliny mléčné 









  - 
1 - - 
1* 0,50  3 - - 
2* 0,52 5 1699,916 2,4917 
3* 0,54 7 2176,774 3,1563 
4* 0,81 11 3056,817 4,3834 
5* 0,83 13 3140,564 4,5006 
6* 0,92 15 3188,656 4,5674 
7* 0,97 17 2191,270 4,0130 














* exponenciální fáze 
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Tabulka 30: Hodnoty optické hustoty a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans pro doživené 
syrovátkové médium, 10x zředěné za podmínky bez třepání 
Růst biomasy Produkce kyseliny mléčné 











1 - - 
1* 0,15  3 - - 
2* 0,15 5 2232,025 3,2329 
3* 0,45 7 2659,529 3,8289 
4* 0,50 11 3367,167 4,8155 
5* 0,57 13 3188,499 4,5664 
6* 0,60 15 3266,687 4,6754 
7* 0,61 17 3186,998 4,5643 













* exponenciální fáze 
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Tabulka 31: Hodnoty optické hustoty a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus coagulans pro doživené 
syrovátkové médium, 10x zředěné za podmínky s třepáním 
Růst biomasy Produkce kyseliny mléčné 











1 - - 
1 0,16  3 - - 
2 0,16 5 804,901 1,2432 
3* 0,53 7 1816,972 2,6542 
4* 0,73 11 2239,672 3,2435 
5* 0,78 13 2063,290 2,9976 
6* 0,83 15 2113,628 3,0678 
7* 0,87 17 2119,813 3,0764 














* exponenciální fáze 
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Tabulka 32: Hodnoty optické hustoty, koncentrace biomasy a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus 
coagulans pro MRS médium v bioreaktoru 












0,14 1082,513 6,5210 
1 0,23 0,09 1148,428 6,8886 ln cKM 
2 0,24 0,12 ln c 1148.561 6,8893 1,9299 
3* 0,33 0,18 -1,7148 1207,247 7,2166 1,9763 
4* 0,66 0,25 -1,3862 1229,817 7,3425 1,9936 
5* 1,28 2x 0,38 -0,9675 3062,468 8,7814 2,1726 
6* 1,57 
4x 
0,73 -0,3147 3966,877 11,3032 2,4250 
7* 1,69 0,99 -0,0100 4526,024 12,8623 2,5543 
8* 2,15 1,00 0,0000 5280,410 14,9658 2,7057 
9* 2,57 1,02 0,0198 5606,997 15,8765 2,7648 
18* 3,54 
8x 
1,81 0,5933 11776,500 16,5397 2,8057 
19* 3,96 1,93 0,6575 12403,150 17,4134 2,8572 
20* 4,08 2,12 0,7514 11948,140 16,7790  
21 4,14 2,14  12440,437 17,4654 





Tabulka 33: Hodnoty optické hustoty, koncentrace biomasy a koncentrace kyseliny mléčné bakterie Bacillus 
coagulans pro doživeném syrovátkové médium v bioreaktoru 















0,49 -0,7133 400,235 2,7161  
1* 1,32 0,55 -0,5978 493,199 3,2345 ln cKM  
2* 1,62 0,66 -0,4155 628,616 3,9897 1,3837  
3* 2,34 0,69 -0,3710 787.630 4,8765 1,5844  
4* 2,79 0,76 -0,2744 943,095 5,7435 1,7480  
5* 2,88   4x 0,94 -0,0618 1943,973 5,6626 1,7338  
6* 3,48 
  6x 
0,90 -0,1053 1973,221 5,7441 1,7481  
7* 4,32 0,97 -0,0304 2057,723 5,9797 1,7883  
8* 4,50 1,01 0,0099 2308,398 6,6787 1,8989  
9* 5,10 1,12 0,1133 2387,132 6,8983 1,9312  
18* 7,28   8x 1,82 0,5988 6126,635 8,6627 2,1590  
19* 8,28   9x 1,92 0,6523 6129,618 8,6669   
20* 9,70 
10x 
2,14 0,7608 6054,842 8,5626  
21* 9,90 2,25 0,8109 6210,130 8,7791  
22 9,90 
12x 
2,26  6118,686 8,6516  
23 9,80 2,24 6030,835 8,5291  
24 9,90 2,24 5872,465 8,3083  
25 9,80 2,25 6229,498 8,8061  
*exponenciální fáze 
 
 
